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 本報告書は、日本学術振興会科学研究費補助金基盤研究(C)研究課題番号 18550143「プ
ロトン伝導性高分子用モノマーとしての芳香族ヒドロキシフタル酸の酵素的合成」によっ
て、平成 18～19年度の 2年間にわたって実施した研究の成果をとりまとめたものである。 
 本研究では、プロトン伝導性高分子のモノマー種として、2-ヒドロキシイソフタル酸
（2HP）および 3-ヒドロキシ-4-メチルフタル酸の新規な酵素的合成法の開発を目的とし
て、脱炭酸酵素の逆反応にある炭酸固定反応により、ヒドロキシ安息香酸からのヒドロキ
シフタル酸の生体触媒による合成法の検討を行った。 
 新規炭酸固定反応を有する微生物のスクリーニングを通じて 2-ヒドロキシイソフタル
酸（2HP）資化性微生物を 3株得し、2 HPから HBAへの脱炭酸活性ならびに HBAか
ら 2HPへのカルボキシル化反応をについて検討した、芳香族ヒドロキシカルボン酸脱炭
酸酵素の共通配列の情報を基に、2HP 脱炭酸酵素の PCR クローニングし、2HP に対す
る脱炭酸活性および HBAに対する炭酸固定活性に関する評価を行った、2HP脱炭酸活性
を有する酵素を、４段階の種類のクロマトグラフィーにより精製した、などが主要な成果
である。 
 本研究で得られた成果は、脱炭酸酵素の分子基盤となる研究成果であり、生物化学の分
野において基盤と応用の両面にわたる新規かつ独創的な内容と確信している。さらに、高
分子合成への展開を図ることで生物化学と高分子化学の融合による新規かつ独創的な成
果が得られるものと考える。ここに、本研究に関する助成をいただいた日本学術振興会科
学研究費に慎んで謝意を表するものである。 
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第 １ 章  緒 言  
 
近 年 、 大 気 中 の 二 酸 化 炭 素 濃 度 の 増 大 に よ る 地 球 温 暖 化 な
ど の 環 境 問 題 が 大 き く 取 り 上 げ ら れ る よ う に な り 、 炭 酸 ガ ス
排 出 濃 度 の 規 制 が 現 実 問 題 と な り つ つ あ る 。 地 球 上 で の 炭 酸
ガ ス の 有 機 化 は そ の ほ と ん ど が 生 物 反 応 （ 炭 酸 同 化 作 用 ） に
よ っ て い る こ と を 考 え る と 、 効 率 的 な 炭 酸 固 定 を 生 物 に 行 わ
せ る こ と に よ り 大 気 中 の 炭 酸 ガ ス を 回 収 す る 技 術 に 期 待 が 寄
せ ら れ る と こ ろ で あ る 。 微 生 物 の 有 す る 炭 酸 固 定 能 力 に は
様 々 な 潜 在 能 力 が 秘 め ら れ て い る と 思 わ れ る 。 最 近 で は 炭 酸
固 定 と 同 時 に 有 用 な 物 質 生 産 へ と こ の 能 力 を 利 用 す る こ と も
検 討 さ れ て い る 。  
 
芳 香 族 化 合 物 を 重 合 し て 得 ら れ る 芳 香 族 ポ リ マ ー は 、  そ の
安 定 性 や 生 分 解 性 へ の 期 待 か ら 、 産 業 に お い て 新 規 な 機 能 性
高 分 子 と し て の 生 産 、 実 用 化 が 期 待 さ れ て い る 。 中 で も 、 ヒ
ド ロ キ シ ル 基 を 含 む 化 合 物 を 酸 化 重 合 し て 得 ら れ る 高 分 子 は
、 そ の 単 体 で あ る フ ェ ノ ー ル 化 合 物 が 微 生 物 の 代 謝 経 路 に お
い て 分 解 さ れ る こ と が よ く 知 ら れ て い る た め 、 そ の 生 分 解 性
の 高 さ は グ リ ー ン ケ ミ ス ト リ ー の 観 点 か ら 有 用 性 が 注 目 さ れ
て い る 。 当 大 学 高 分 子 研 究 室 に お い て 、 こ う し た 芳 香 族 ポ リ
マ ー の 環 境 調 和 型 の 酸 化 重 合 法 と し て 、 世 界 で 初 め て 水 系 溶
媒 を 利 用 し た 酸 化 重 合 法 が 開 発 さ れ た 。 こ の 水 を 溶 媒 と し た
酸 化 重 合 法 は カ ル ボ キ シ ル 基 な ど の イ オ ン 化 し て し ま う 置 換
基 を 含 む 化 合 物 の 重 合 も 可 能 で あ り 、 そ の 重 合 高 分 子 が プ ロ
ト ン 伝 導 性 を 示 す こ と が 見 出 さ れ 、 新 規 の 固 形 燃 料 電 池 等 の
原 料 と し て 利 用 が 期 待 さ れ て い る 。 プ ロ ト ン 伝 導 性 は 移 動 可
能 な プ ロ ト ン の 数 が 増 え る ほ ど 高 く な る こ と か ら 、 よ り 強 い
伝 導 性 を 求 め 、 カ ル ボ キ シ ル 基 を 二 つ 以 上 有 す る ヒ ド ロ キ シ
フ タ ル 酸 誘 導 体 の 重 合 を 目 指 し て 現 在 研 究 が 進 め ら れ て い る 。
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こ の 新 規 の プ ロ ト ン 伝 導 性 高 分 子 の 原 材 料 と な る 、隣 接 置 換
ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 誘 導 体 の 3 -ヒ ド ロ キ シ - 4 -メ チ ル フ タ ル
酸 、 2 -ヒ ド ロ キ シ イ ソ フ タ ル 酸 の 製 造 は 一 般 的 に 工 業 化 さ れ
て お ら ず 、試 薬 と し て も あ ま り 市 販 さ れ て い な い こ と が 多 い 。
そ の 有 機 合 成 方 法 は 高 温 条 件 で 多 段 階 の 反 応 を 必 要 と す る 複
雑 な も の で あ り 、 さ ら に 反 応 副 生 成 物 の 分 離 も 必 要 と な る 。  
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F i g .  1 . 1 . 1 .  新 規 プ ロ ト ン 伝 導 性 高 分 子 の 酸 化 重 合 反 応
 
こ の よ う に 、 生 分 解 性 の 機 能 材 料 の 環 境 調 和 型 合 成 プ ロ セ
ス は 開 発 さ れ た も の の 、 そ の 合 成 原 料 で あ る モ ノ マ ー の 合 成
法 は 環 境 負 荷 の 高 い も の と な っ て お り 、 グ リ ー ン ケ ミ ス ト リ
ー の 観 点 か ら は 問 題 が 残 っ て い る こ と は 否 め な い 。そ の た め 、
合 成 原 料 で あ る モ ノ マ ー の 合 成 に つ い て も 環 境 調 和 型 の プ ロ
セ ス が 求 め ら れ て い る 。 そ こ で 、 そ の 方 法 と し て 前 述 の 微 生
物 の 有 す る 炭 酸 固 定 能 力 を 利 用 す る 合 成 法 が 考 え ら れ る 。  
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酸 化 重 合
性 高 分 子 の 合 成 プ ロ セ ス  
 こ の 方 法 が 実 現 す れ ば 、 酵 素 反 応 の 有 す る 基 質 特 異 性 、 反
応 特 異 性 を 利 用 す る こ と で 高 選 択 的 な 合 成 を 可 能 に す る こ と
が で き る と 考 え ら れ る 。 ま た 、 そ の 後 の 分 離 、 精 製 操 作 の 必
要 が な く な れ ば 高 収 率 で の 合 成 も 期 待 で き る 。 酵 素 反 応 は 一
般 に 緩 和 な 条 件 下 で 進 行 す る こ と か ら 、 従 来 の 有 機 合 成 に お
け る 高 温 、 高 圧 条 件 を 必 要 と し な い 環 境 調 和 型 を 可 能 と す る
こ と も で き る で あ ろ う 。  
 
そ こ で 本 研 究 に お い て は 、 こ れ ら の 隣 接 置 換 ヒ ド ロ キ シ フ
タ ル 酸 誘 導 体 か ら カ ル ボ キ シ ル 基 を 一 つ 減 ら し た 基 質 を 用 い
て 、 微 生 物 酵 素 の 位 置 選 択 的 炭 酸 固 定 反 応 に よ る 隣 接 置 換 ヒ
ド ロ キ シ フ タ ル 酸 誘 導 体 の 合 成 を 試 み る こ と と し た 。 微 生 物
に よ る 炭 酸 固 定 反 応 、 す な わ ち カ ル ボ キ シ ル 基 の 導 入 反 応 に
つ い て は 先 に も 例 を 挙 げ て そ の 報 告 例 を 示 し た が 、 こ の よ う
な カ ル ボ キ シ ル 基 を 既 に 有 し て い る フ ェ ノ ー ル 性 化 合 物 へ の
カ ル ボ キ シ ル 基 の 導 入 を す る よ う な 微 生 物 に つ い て は 報 告 例
が な い 。 そ こ で 、 隣 接 置 換 ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 の 合 成 を 可 能
と す る よ う な カ ル ボ キ シ ル 基 の 導 入 反 応 を 触 媒 す る 新 規 な 微
生 物 の 探 索 を 実 施 し た 。 さ ら に 、 カ ル ボ キ シ ル 基 の 導 入 反 応
を 触 媒 す る 酵 素 の 同 定 お よ び 利 用 に つ い て 見 当 を 行 っ た 。  
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第 ２ 章  ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 誘 導 体 合 成 微 生 物 の 探 索  
 
2 . 1  合 成 目 的 基 質 の 決 定  
 
本 研 究 の 目 的 は 、前 述 の 環 境 調 和 型 の 酸 化 重 合 法 に よ っ て 新
規 な プ ロ ト ン 伝 導 性 高 分 子 を 合 成 す る た め の 原 材 料 で あ る 、
芳 香 族 化 合 物 単 体 の 合 成 で あ る 。 そ の 単 体 の 条 件 と し て は 、
ま ず プ ロ ト ン 伝 導 性 を 示 す た め に カ ル ボ キ シ ル 基 を 有 す る こ
と で あ る 。 さ ら に 、 プ ロ ト ン 伝 導 性 は 移 動 可 能 な プ ロ ト ン の
数 が 増 え る ほ ど 高 く な る こ と か ら 、 本 研 究 で は よ り 強 い 伝 導
性 を 求 め 、 カ ル ボ キ シ ル 基 を 二 つ 以 上 有 す る ヒ ド ロ キ シ フ タ
ル 酸 誘 導 体 を 目 的 と す る 。 そ し て 、 先 の 酸 化 重 合 法 に よ っ て
重 合 が 可 能 な た め に は 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 の 両 隣 の 位 置 に 置 換
基 が 存 在 す る 必 要 が あ る た め 、 以 下 に 示 す 2 -ヒ ド ロ キ シ イ ソ
フ タ ル 酸 、3 -ヒ ド ロ キ シ - 4 -メ チ ル フ タ ル 酸 の よ う な 隣 接 置 換
ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 誘 導 体 が 重 合 に 適 し て い る と 考 え ら れ る 。 
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2 -ヒ ド ロ キ シ イ ソ フ タ ル 酸    3 -ヒ ド ロ キ シ - 4 -メ チ ル フ タ ル 酸  
F i g .  2 . 1 . 1 .  新 規 プ ロ ト ン 伝 導 性 高 分 子 の 単 体  
 
し か し 、 こ れ ら の ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 誘 導 体 、 2 -ヒ ド ロ キ
シ イ ソ フ タ ル 酸 、 3 -ヒ ド ロ キ シ - 4 -メ チ ル フ タ ル 酸 は 一 般 的 な
試 薬 と し て 市 販 さ れ て お ら ず 、入 手 が 困 難 で あ る 。そ の た め 、
2 -ヒ ド ロ キ シ イ ソ フ タ ル 酸 に つ い て は 従 来 の 有 機 合 成 法 に よ
っ て 合 成 し た も の を 用 い 、 3 -ヒ ド ロ キ シ - 4 -メ チ ル フ タ ル 酸 に
つ い て は ア ナ ロ グ と し て 3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 を 基 質 と し て
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用 い て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と と し た 。 た だ し 、 2 -ヒ ド ロ
キ シ フ タ ル 酸 に つ い て は 合 成 量 が 微 量 で あ っ た た め 、 実 際 に
は 主 に 3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ
た 。  
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3 -ヒ ド ロ キ シ - 4 -メ チ ル フ タ ル 酸   3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸  
F i g .  2 . 1 . 2 .  新 規 プ ロ ト ン 伝 導 性 高 分 子 の 単 体 と そ の ア ナ ロ グ  
 
2 . 2  ス ク リ ー ニ ン グ 戦 略  
 
3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸（ 以 下 H P）を 合 成 す る 、す な わ ち 以
下 に 示 す よ う に m -ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸（ 以 下 H B）の C 2 の 炭
素 に カ ル ボ キ シ ル 基 を 導 入 す る 反 応 を 触 媒 す る 能 力 を 有 す る
微 生 物 の 探 索 に あ た り 、 以 下 の よ う な 二 段 階 の ス ク リ ー ニ ン
グ 系 を 構 築 し た 。 ま ず 、 第 一 段 階 で は 、 炭 酸 固 定 反 応 の 逆 反
応 で あ る 脱 炭 酸 反 応 に 注 目 し 、H P を 唯 一 の 炭 素 源 と し て 生 育
し 、H B を 経 由 し て こ れ を 分 解 、資 化 す る 微 生 物 を 探 索 す る こ
と と し た 。  
 
H B                 H P  
F i g .  2 . 2 . 1 .  逆 反 応 を 利 用 し た H P 合 成 微 生 物 の ス ク リ ー ニ ン グ  
 
OH
HOOC COOH
OH
HOOC
CO2
CO2
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先 に も 示 し た よ う に 、 微 生 物 の 有 す る 芳 香 族 酸 デ カ ル ボ キ
シ ラ ー ゼ の 中 に は 、可 逆 的 な 反 応 を 触 媒 す る も の が 存 在 す る 。
H Pを H Bに 変 換 す る よ う な 分 解 経 路 を 持 つ 微 生 物 を 探 索 し 、そ
の 中 か ら こ の よ う な 可 逆 的 な デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ ／ カ ル ボ キ
シ ラ ー ゼ を 持 つ も の を 選 択 す る こ と に よ り 、H P合 成 微 生 物 が
取 得 で き る と 考 え た 。そ こ で 第 二 段 階 の ス ク リ ー ニ ン グ で は 、
H Bを 経 由 し て H Pを 分 解 す る よ う な 候 補 株 に つ い て 、 H Bと
C O 2 を 基 質 と し た 反 応 （ 休 止 菌 体 反 応 な ど ） を 試 み 、 あ る 反
応 条 件 に お い て H Pを 生 成 す る よ う な も の を 探 索 す る 。 な お 、
こ の よ う な 炭 酸 固 定 反 応 を 行 う よ う な 微 生 物 は 嫌 気 的 な 環 境
を 好 む こ と も 予 想 さ れ る が 、 本 研 究 で は 実 際 の 扱 い 等 も 考 え
て 好 気 条 件 下 で の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 な う こ と と し た 。  
 
2 . 3  ス ク リ ー ニ ン グ 方 法  
 
2 . 3 . 1  ス ク リ ー ニ ン グ の 流 れ  
 
先 の よ う な 炭 酸 固 定 反 応 の 逆 反 応 を 利 用 し た 二 段 階 の ス ク
リ ー ニ ン グ に つ い て 、 次 の よ う に 実 験 を 試 み る こ と と し た 。  
 
第 一 段 階  
  
H P を 唯 一 の 炭 素 源 と す る 液 体 培 地 に 微 生 物 を 植 菌  
│  
培 養 （ 3 0℃ 、 1 2 0  r p m）  
│  
（ 生 育 の 現 れ た も の ）  
│  
培 養 液 の T L C 分 析 ・ H P L C 分 析  
H P の 減 少 、 H B の 出 現 の 有 無 を 判 断  
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│  
（ H B の 蓄 積 が 認 め ら れ た も の ）  
│  
経 代 培 養  
│  
寒 天 平 板 培 地 上 で 単 離  
↓  
第 二 段 階 へ  
 
 
第 一 段 階 目 の ス ク リ ー ニ ン グ で は 、H P を 唯 一 の 炭 素 源 と し
た 完 全 合 成 培 地 を 用 い て 土 壌 サ ン プ ル な ど の 微 生 物 を 培 養 し 、
ま ず は こ れ を 資 化 し て 生 育 を 示 す 微 生 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す
る 。 濁 度 の 変 化 か ら 生 育 の 確 認 さ れ た 培 養 液 に つ い て こ れ を
T L C 分 析 に か け 、H P の ス ポ ッ ト が 小 さ く な り 、そ れ に 伴 っ て
H B の 位 置 に 新 た に ス ポ ッ ト が 出 現 し て い る よ う な も の を 選
択 す る 。同 時 に 、培 養 液 の H P L C 分 析 も 行 い 、H P の ピ ー ク の
減 少 と H B の ピ ー ク の 出 現 も 確 認 す る 。 そ し て 、 経 代 培 養 の
後 に こ の 微 生 物 を 寒 天 平 板 培 地 上 で 単 離 す る 。 H P→ H B と い
う 変 換 能 力 を 持 つ と 思 わ れ る 菌 株 を こ の 段 階 で 選 択 す る 。  
 
第 二 段 階  
 
H P を 炭 素 源 と し た 培 地 で 単 離 し た 候 補 株 を 培 養  
│  
休 止 菌 体 反 応  
H B と 炭 酸 イ オ ン を 基 質 と し た H P 合 成 反 応 を 試 験  
│  
（ 反 応 ）  
│  
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反 応 液 の T L C 分 析 ・ H P L C 分 析  
H B の 減 少 、 H P の 出 現 の 有 無 を 判 断  
↓  
H P 合 成 活 性 の 認 め ら れ る も の を 取 得  
 
 
 第 二 段 階 目 の ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 第 一 段 階 で 取 得 さ れ た
候 補 株 に つ い て 、こ れ ら を ま ず H Pを 炭 素 源 と し た 培 養 に よ り
増 殖 さ せ る と 同 時 に 関 連 す る 酵 素 系 を 誘 導 し 、 集 菌 、 洗 菌 の
後 に 休 止 菌 体 反 応 液 を 調 製 す る 。 H Bと 炭 酸 イ オ ン （ K H C O 3 ）
を 基 質 と し て こ の 反 応 液 に 添 加 し て 振 と う を 行 な い 、 振 と う
反 応 後 の 反 応 液 に つ い て 再 度 T L C分 析・ H P L C分 析 を 行 う 。こ
こ で T L C分 析 に お い て は H Bの ス ポ ッ ト の 減 少 に 伴 っ て H Pの
位 置 に 新 た な ス ポ ッ ト の 出 現 を 示 し 、ま た H P L C分 析 に お い て
は H Bの ピ ー ク の 減 少 に 伴 っ て H Pの ピ ー ク が 出 現 す る も の を 、
目 的 と し た H P合 成 微 生 物 と す る 。  
 H P→ H B の 方 向 で ス ク リ ー ニ ン グ を 行 な い 、つ い で H B→ H P
の 方 向 で 確 認 を 行 な う 、 と い う 大 ま か な 流 れ を 示 し た 。 以 下
に そ の 詳 細 に つ い て 説 明 す る 。  
 
2 . 3 . 2  培 地 組 成  
 
第 一 段 階 の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て は 、H P を 唯 一 の 炭 素 源
と し た 培 養 に よ り 、H P 分 解 微 生 物 を 取 得 す る 。そ の ス ク リ ー
ニ ン グ 培 地 と し て γ - R A 合 成 微 生 物 で あ る W U - 0 1 0 8 を 取 得 し
た 際 の 培 地 条 件 を 参 考 に し 、 次 の よ う な 培 地 を 設 定 し た 。
Vi t a m i n e  s o l u t i o n に つ い て は 、 今 ま で に 報 告 さ れ て い る 脱 炭
酸 酵 素 の 反 応 に 関 わ る と い う こ と か ら 、 b i o t i n を 加 え た 。 こ
こ で H P は 、 高 濃 度 に な る と 毒 性 を あ ら わ し 微 生 物 の 生 育 を
阻 害 す る こ と が 懸 念 さ れ る た め 、H P 濃 度 は 8 2 0 . 5  m g / l（ 5  m M）
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と し た 。 ま た 培 地 作 成 の 際 に は H P が 水 に 難 溶 な こ と を 考 慮
し 、 H P 溶 液 （ 8 2 . 5  m g / m l） を 別 に 作 成 し 、 実 際 培 養 の 際 に 培
地 に 添 加 し た 。 そ の 際 に H P を 加 え る こ と に よ っ て 培 地 が 酸
性 に な っ て し ま う こ と を 防 ぐ た め に 、 予 め p H を 高 め に 調 整
し 、 H P 添 加 後 に 約 p H  7 . 0 と な る よ う に し た 。 寒 天 平 板 培 地
を 作 成 す る 場 合 に は 1 5  g / l  A g a r を 培 地 に 添 加 し た 。  
 
T a b l e  2 . 3 . 1 .  3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 合 成 微 生 物 探 索 の 培 地 組 成  
3 - H y d r o x y p h t h a l a t e  8 2 0 . 5  m g  a ) M e t a l  s o l u t i o n  b ) V i t a m i n  s o l u t i o n  
N a 2 H P O 4 3 . 5  g  F e C l 2 ・ 4 H 2 O  1 . 5  g C a - p a n t o t h e n a t e  5 0 0  m g
K H 2 P O 4 1 . 0  g  C o C l 2 ・ 6 H 2 O  0 . 1 9  g N i a c i n  5 0 0  m g
M g S O 4 ・ 7 H 2 O  0 . 5  g  M n C l 2 ・ 4 H 2 O  0 . 1  g P y r i d o x i n e - H C l  5 0 0  m g
C a C l 2 ・ 2 H 2 O  0 . 0 2 5  g  Z n C l 2 0 . 0 7  g I n o s i t o l  2  g
N a N O 3 0 . 5  g  H 3 B O 3 0 . 0 6 2  g p - A m i n o b e n z o a t e  5 0 0  m g
( N H 4 ) 2 S O 4 0 . 5  g  N a 2 M o O 4 ・
2 H 2 O  
0 . 0 3 6  g C y a n o c o b a l a m i n e  2 0  m g
M e t a l  s o l u t i o n  a ) 2  m l  N i C l 2 ・ 6 H 2 O  0 . 0 2 4  g B i o t i n  2 0 0  m g
V i t a m i n  s o l u t i o n  b ) 1  m l  C u C l 2 ・ 2 H 2 O  0 . 0 1 7  g T h i a m i n e  1  g
D e i o n i z e d  w a t e r  t o  1  L  D e i o n i z e d  w a t e r t o  1  L D e i o n i z e d  w a t e r  t o  1  L
p H  7 . 0      
 
 
2 . 3 . 3  T L C 分 析  
 
第 一 段 階 に お け る H P の 分 解 お よ び H B の 蓄 積 の 確 認 、 第
二 段 階 に お け る H B と 炭 酸 イ オ ン を 基 質 と し た 反 応 後 の H P
合 成 の 確 認 な ど 、 各 場 面 で の H P や H B の 検 出 は 、 ス ク リ ー
ニ ン グ を 行 な う 上 で 最 も 重 要 な こ と で あ り 、 そ の 方 法 と し て
T L C に よ り 簡 便 に 分 析 を 行 な う こ と が で き れ ば 、研 究 を 進 め
る 上 で 非 常 に 有 効 で あ る 。そ こ で 、H P お よ び H B を 同 時 に 呈
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色 で き る よ う な 呈 色 液 、 お よ び H P と H B を 分 離 す る た め の
展 開 液 の 組 成 を 決 定 す る こ と か ら 検 討 を 開 始 し た 。  
 
1 )  呈 色 液 の 検 討  
T L C 分 析 に お い て は 、 H P と H B を 同 時 に 呈 色 で き る こ と
が ま ず 必 要 と さ れ る 。 こ れ は 、 ス ク リ ー ニ ン グ に お い て H P
と H B の 変 化 を 同 時 に 追 跡 す る 必 要 が あ る た め で あ る 。ま た 、
と く に 第 一 段 階 の ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 H P を 分 解 し て わ ず
か に 蓄 積 す る 中 間 代 謝 物 で あ る H B を 検 出 で き な け れ ば な ら
な い 。 培 地 中 の 初 発 H P 濃 度 は 先 に 5  m M と 設 定 し た こ と か
ら 、最 低 で も そ の 1 / 1 0 量 の 0 . 5  m M レ ベ ル で H B が 呈 色 で き
な け れ ば な ら な い 。 微 量 の 物 質 を 扱 う た め 高 感 度 で の 分 析 を
可 能 と す る 呈 色 液 が 必 要 と な る 。  
 
γ - R A 呈 色 液  
ま ず 、 今 ま で に 既 に 当 研 究 室 に お い て 発 見 さ れ た γ - R A 合
成 微 生 物 で あ る W U - 0 1 0 8 の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 使 用 さ
れ た T L C 呈 色 液 に つ い て 検 討 を 行 っ た 。本 研 究 の 基 質 で あ る
H P と H B は ど ち ら も カ ル ボ キ シ ル 基 と ヒ ド ロ キ シ ル 基 を 含
む 芳 香 族 化 合 物 で あ り 、 同 じ く カ ル ボ キ シ ル 基 と ヒ ド ロ キ シ
ル 基 を 含 む 芳 香 族 で あ る γ - R A と 同 じ よ う な 反 応 を 示 す こ と
が 考 え ら れ る た め 、 同 じ 呈 色 液 に よ っ て 同 様 の 感 度 で 呈 色 を
示 す こ と が 期 待 さ れ た か ら で あ る 。 こ の 呈 色 液 の 組 成 を 以 下
に 示 す 。  
 
T a b l e  2 . 3 . 2 .  γ - R A 用 T L C 分 析 呈 色 液 の 組 成  
C u C l 2 ・ 2 H 2 O  0 . 1  g  
メ タ ノ ー ル  8  m l  
ア ン モ ニ ア 水  2  m l  
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D . I . W  1 0  m l  
 
こ の 呈 色 液 を 用 い て 標 準 物 質 と し て の H P と H B の T L C 分
析 の 検 討 を 行 っ た 。 濃 度 を 変 化 さ せ た 各 標 準 化 合 物 を ス ポ ッ
ト し 、 乾 燥 さ せ た 後 に 呈 色 液 を 一 様 に 噴 霧 し 、 再 び 乾 燥 ・ 加
熱 し た 。 加 熱 す る こ と に よ っ て H P お よ び H B は 呈 色 反 応 を
起 こ し 、 ど ち ら も 褐 色 に そ れ ぞ れ 呈 色 し た 。 し か し 、 検 出 濃
度 範 囲 が 狭 く 、 H P, H B そ れ ぞ れ 5 . 0  m M 程 度 ま で し か 検 出 で
き な か っ た 。 こ れ は 、 反 応 の 初 発 濃 度 程 度 の 感 度 し か な い と
い う こ と に な り 、 こ の 呈 色 液 を 実 際 に 用 い る こ と は 難 し い と
判 断 さ れ る 。  
 
G i b b s 試 薬  
次 に 、 G i b b s ’  a s s e yの 際 に 使 用 す る G i b b s試 薬 を 呈 色 液 と し
て 用 い て 検 討 を 行 っ た 。 G i b b s ’  a s s e yの 際 に 用 い る 濃 度 の 試
薬 を 前 述 と 同 様 に 噴 霧 し 、 乾 燥 さ せ た 後 、 G i b b s ’  a s s e yの 呈
色 反 応 と 同 様 に N a H C O 3  1 M水 溶 液 を 噴 霧 し 、 再 び 乾 燥 ・ 加
熱 を 行 っ た 。 加 熱 す る こ と に よ っ て H P, H B共 に 呈 色 反 応 を 起
こ し 、 両 方 と も 青 色 に 呈 色 し た 。 し か し 、 呈 色 液 の 濃 度 が 濃
い た め に 、 T L C板 に つ い て も 呈 色 反 応 が 起 こ っ て し ま い 、 ス
ポ ッ ト と バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の コ ン ト ラ ス ト が 悪 く 、 感 度 に 支
障 を 来 す と 考 え ら れ た 。 そ の た め G i b b s ’試 薬 の 濃 度 を 薄 め て
用 い た と こ ろ 、 元 の 試 薬 を ４ 倍 希 釈 し た 溶 液 に つ い て 行 っ た
分 析 で 最 も 感 度 が 良 い 結 果 が 得 ら れ た 。  
各 基 質 の 検 出 濃 度 範 囲 も 、H P は 0 . 2 5  m M , H B は 0 . 1  m M 程
度 で あ り 、 特 に H B に つ い て は 非 常 に 微 量 ま で 分 析 が 可 能 で
あ り 、 代 謝 産 物 レ ベ ル の 量 で も 蓄 積 が あ れ ば 検 地 で き る と 考
え ら れ る 。よ っ て 、ス ク リ ー ニ ン グ に お け る H P, H B の 分 析 に
十 分 適 用 で き る と 考 え 、こ の 呈 色 液 を T L C 分 析 に 利 用 す る こ
と を 決 定 し た 。 こ の 呈 色 液 の 組 成 と 検 出 濃 度 範 囲 に つ い て 以
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下 に 示 す 。  
 
T a b l e  2 . 3 . 3 .  H P 用 T L C 分 析 呈 色 液 の 組 成  
2 , 6 - D i c h l o r o q u i n o n e  c h l o r i m i d e ( G i b b s ’試 薬 ) 2 5  m g  
エ タ ノ ー ル  1 0 0  m l  
 
H P
2 )  展 開
T L C 分
ッ ト を 十
液 の 組 成
析 に 用 い
 
T a b l e . 2 . 3 . 4
ク ロ ロ ホ ル
メ タ ノ ー ル
ア ン モ ニ ア
 
こ の 展
た 結 果 、H
た 。 F i g . 2
の 差 は 僅
リ ー ニ ン
に つ い て
  H B
5 0   5   0 . 5    0 . 2 5  0 . 1   
F i g . 2 . 3 . 1  T L C 分 析 呈 色 液
 
液 の 検 討  
析 に 用 い る 展 開 液 の 条 件
分 に 分 離 で き る 移 動 相 と
の 検 討 に お い て 、 ま ず 呈
た 展 開 液 を 試 し た 。 以 下
.  γ - R A 用 T L C 分 析 展 開 液 の 組
ム  1
 
水  0
開 液 を 用 い て 各 基 質 を
P と H B を 分 離 さ せ る こ
. 3 . 2 .に 示 す よ う に 、そ の
か で は あ っ た が 、第 一 段
グ に お い て 重 要 と な る H
は H P の ス ポ ッ ト よ り も
12 
5 0  5   0 . 5  
の H P, H B 検 出
と し て は 、
な る こ と で
色 液 と 同 じ
に そ の 組 成
 
成  
3  m l
5  m l
. 8  m l
 
 
 
 
移 動 さ せ
と が で き
移 動 距 離
階 の ス ク
B の 検 出
移 動 距 離 0 . 2 5  0 . 1   /  m M     
感 度  
H P と H B の ス ポ
あ る 。 こ の 展 開
よ う に γ - R A 分
を 示 す 。  
F i g . 2 .
の T L
L a n e  
L a n e  
H P→3 . 2
C 分
1 : H
2 : H
 
1   
.  各 基 質
析 結 果  
P  5  m M ,  
B  5  m M  
2  
が 大 き く な る た め に 、 容 易 に 検 出 す る こ と が 可 能 だ と 考 え ら
れ る 。よ っ て 、ス ク リ ー ニ ン グ に お け る H P, H B の 分 析 に 適 用
が 可 能 だ と 考 え ら れ 、こ の 展 開 液 を T L C 分 析 に 利 用 す る こ と
を 決 定 し た 。 F i g . 2 . 3 . 2 .に 展 開 ・ 呈 色 後 の H P お よ び H B の
T L C 分 析 結 果 を 示 す 。  
ま た 、 ス ク リ ー ニ ン グ の 際 に 各 基 質 の 代 謝 産 物 も し く は 合
成 物 と し て 生 成 さ れ る 可 能 性 の あ る 化 合 物 等 に つ い て も 同 じ
く 決 定 し た 呈 色 液 、展 開 液 を 用 い て T L C 分 析 を 行 っ た 。そ の
結 果 を 以 下 F i g . 2 . 3 . 3 .に 示 す 。  
 
 1    2    3   4   5   6   7   8   9   1 0  11  1 2  
F i g . 2 . 3 . 3 .  各 基 質 の T L C 分 析 結 果  
L a n e 1 :フ ェ ノ ー ル  L a n e 2 :サ リ チ ル 酸  L a n e 3 : p -ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸  
L a n e 4 : m -ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸  L a n e 5 :プ ロ ト カ テ ク 酸  L a n e 6 : 2 , 3 -ジ ヒ ド ロ キ
シ 安 息 香 酸  L a n e 7 :カ テ コ ー ル  L a n e 8 :γ -レ ゾ ル シ ン 酸  L a n e 9 :レ ゾ ル シ ノ ー
ル  L a n e 1 0 : 2 -ヒ ド ロ キ シ イ ソ フ タ ル 酸  L a n e 1 1 : 3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸  
L a n e 1 2 : 1 , 2 , 3 -ト リ ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゼ ン  
 
2 . 3 . 4  H P L C 分 析  
 
第 一 段 階 に お け る H P の 分 解 お よ び H B の 蓄 積 の 確 認 、 第
二 段 階 に お け る H B と 炭 酸 イ オ ン を 基 質 と し た 反 応 後 の H P
合 成 の 確 認 な ど 、 各 場 面 で の H P や H B の 検 出 を 簡 便 に 行 う
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た め の 分 析 と し て T L C 分 析 を 用 い る こ と と な っ た が 、実 際 に
H P, H B の 量 の 変 化 を 詳 細 に 測 定 す る た め に は 、よ り 定 量 性 の
あ る 分 析 方 法 が 求 め ら れ る 。 そ こ で 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー (以 下 H P L C )に よ る 分 析 を 行 い 、 反 応 生 成 物 の 保 持 時
間 と 各 基 質 の 標 準 化 合 物 の 保 持 時 間 と を 比 較 し て 生 成 物 の 確
認 、 ま た 反 応 生 成 物 の 分 析 結 果 の ピ ー ク の 面 積 を 比 較 し て そ
の 量 の 変 化 を 測 定 す る こ と に し た 。そ こ で 、H P お よ び H B の
分 析 を 可 能 と す る H P L C の 条 件 、具 体 的 に は ま ず 固 定 相 と 移
動 相 と の 関 係 、 お よ び 検 出 に 適 し た U V の 吸 光 度 に つ い て 検
討 を 行 っ た 。  
H P L C 分 析 に あ た っ て は 、 島 津 社 製 L C‐ 1 0 A 高 速 液 体 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー シ ス テ ム を 使 用 し 、 固 定 相 と し て の 分 離 カ ラ
ム は M i l l i p o r e 社 製 P u r e s i l  C‐ 1 8 を 使 用 し た 。 そ こ で 、 こ の
分 析 条 件 に お い て H P お よ び H B を 検 出 す る た め の 移 動 相 す な
わ ち 展 開 溶 媒 の 組 成 に つ い て の 検 討 を 行 っ た 。  
逆 相 H P L C の 特 徴 は 、 極 性 の 移 動 相 と 種 々 の 試 料 分 子 と の
間 の 強 い 相 互 作 用 に あ る 。 そ の 一 方 で 試 料 分 子 と 非 極 性 の 固
定 相 と の 相 互 作 用 は 弱 い 。 こ の 効 果 は 、 試 料 と 溶 媒 分 子 と の
間 の 相 互 作 用 が 、 逆 相 分 離 に お け る 相 対 保 持 値 と 分 離 係 数 α
の 値 を 主 と し て 決 定 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 こ れ ら の
選 択 的 な 溶 媒 と 試 料 と の 相 互 作 用 は 、 主 と し て 双 極 子 親 和 力
と 水 素 結 合 に 基 づ い て お り 、 溶 媒 の 選 択 性 は 溶 媒 の 双 極 子 モ
ー メ ン ト 、 溶 媒 の 塩 基 性 度 （ プ ロ ト ン 受 容 体 ） お よ び 溶 媒 の
酸 性 度 （ プ ロ ト ン 供 与 体 ） な ど に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。  
 移 動 相 に 用 い る 溶 媒 は 、 そ の 相 対 双 極 子 モ ー メ ン ト 、 塩 基
性 度 、 酸 性 度 に 従 っ て 、 F i g . 2 . 3 . 4 .に 示 す よ う な 溶 媒 の 選 択 性
を 示 す 三 角 形 で 分 類 さ れ る 。  
 
 
 
 14
  
 
 
F i g .  2 . 3 . 4 .   溶 媒 の 選 択 性 を 示 す 三 角 形  
 
あ る も の は 非 常 に 酸 性 の 溶 媒 で あ り 、 あ る も の は 非 常 に 塩 基
性 の 溶 媒 で あ り 、 ま た あ る も の は 強 い 双 極 子 溶 媒 で あ る 。 す
な わ ち 、 溶 媒 の 選 択 性 を 示 す 三 角 形 に お い て で き る だ け 離 れ
た 位 置 に あ る 溶 媒 を 選 ん で 、 適 切 な 保 持 値 の 範 囲 を 与 え る よ
う に こ れ ら の 溶 媒 を 混 合 し 、 こ れ に 水 を 加 え れ ば 、 三 角 形 の
各 領 域 内 の ど の 溶 媒 に も 対 応 す る 選 択 性 を 得 る こ と が で き る 。
ま た 同 時 に 、 こ れ ら の 有 機 溶 媒 が 相 互 に 、 ま た 水 と の 間 で 完
全 に 溶 解 性 の あ る こ と が 必 要 と さ れ る 。 こ の よ う な 必 要 性 に
最 も よ く 合 致 し 、 粘 度 が 低 く 紫 外 吸 収 を 示 さ な い ３ 種 の 溶 媒
は 、 メ タ ノ ー ル 、 ア セ ト ニ ト リ ル 、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン で あ
る 。  
 二 成 分 系 溶 媒 の 移 動 相 に お い て は 、 各 試 料 の 相 対 保 持 値 は
移 動 相 の 溶 媒 強 度 、 す な わ ち 有 機 溶 媒 の 割 合 （ ％ ） に よ っ て
決 ま っ て く る 。 移 動 相 の 溶 媒 強 度 は 強 い 溶 媒 と 弱 い 溶 媒 と の
混 合 比 率 を 変 え る こ と に よ っ て 調 整 す る 。 逆 相 分 離 で は メ タ
ノ ー ル や ア セ ト ニ ト リ ル な ど の 有 機 溶 媒 が 強 い 溶 媒 で あ り 、
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水 が 弱 い 溶 媒 で あ る 。 メ タ ノ ー ル 、 ア セ ト ニ ト リ ル お よ び テ
ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン の 溶 媒 強 度 の 関 係 は 、F i g .  2 . 3 . 4 .の モ ノ グ ラ
フ に よ っ て 表 わ さ れ 、 た と え ば 何 ％ の メ タ ノ ー ル が 何 ％ の ア
セ ト ニ ト リ ル ま た は テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン と 等 価 で あ る か を 求
め る こ と が で き る 。  
 
 
 
F i g .  2 . 3 . 5 .   逆 相 H P L C の 溶 媒 強 度 モ ノ グ ラ フ  
 
 
 
 
 
 
 
 ま た 、 試 料 の 分 離 度 を 調 整 す る 場 合 に 用 い ら れ る 一 般 的 な
手 法 に は 、 次 の Ta b l e  2 . 3 . 5 .に 挙 げ る よ う な も の が あ る 。  
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 T a b l e . 2 . 3 . 5 .  分 離 係 数 α を 変 え る た め に 用 い ら れ る 分 離 条 件  
条 件  コ メ ン ト  
有 機 溶 媒 の
選 択  
逆 相 H P L C に お い て 、メ タ ノ ー ル を ア セ ト ニ ト リ ル ま た は T H F
に 変 え る と α は 大 き く 変 化 す る 。順 相 H P L C で は ジ ク ロ ロ メ タ
ン を T B M E に 、ま た 酢 酸 エ チ ル を ア セ ト ニ ト リ ル に 変 え る と α
が 変 化 す る 。  
移 動 相 の
p H  
酸 性 ま た は 塩 基 性 成 分 を 含 有 し て い る 試 料 で は 、ｐ Ｈ を 変 え る
と ピ ー ク 感 覚 に 大 き な 影 響 が 出 る 。  
溶 媒 強 度  
有 機 溶 媒 の %を 変 え る と 、 逆 相 、 イ オ ン 対 ま た は 順 相 H P L C に
お け る α は 大 き く 変 化 し 、こ れ は ピ ー ク 感 覚 を 最 適 化 す る 最 も
容 易 な 手 段 で あ る 。  
移 動 相 改 質
剤 の 濃 度  
α を 変 化 さ せ る 最 も 一 般 的 な 改 質 剤 は イ オ ン 対 試 薬 で あ る 。他
の 改 質 剤 と し て は 、ア ミ ン 変 性 剤 、緩 衝 試 薬 、塩 類（ 塩 化 剤 を
含 む ） な ど が あ る 。  
カ ラ ム の タ
イ プ  
逆 相 H P L C で は C - 1 8 , C - 8 ,フ ェ ニ ル 、 シ ア ノ 、 ト リ メ チ ル な ど
の 化 学 結 合 性 の 選 択 。順 相 H P L C で は シ リ カ 、ア ル ミ ナ 、種 々
の 極 性 化 学 結 合 相 な ど の 選 択 。  
温 度  
α の 値 を 調 節 す る 目 的 で 、 普 通 0 ~ 7 0 ℃ の 範 囲 で 考 え る が
2 5 ~ 6 0℃ の 範 囲 で 変 え る ほ う が よ り 一 般 的 で あ る 。 順 相 H P L C
で は 温 度 を 変 え る こ と は 有 効 で は な い 。  
影 響 の 大 き い 条 件 か ら 、 影 響 の 少 な い 条 件 の 順 で 並 べ て あ る 。  
 
 
さ ら に p H を 調 整 す る 際 に は 、安 定 性 を も た せ る た め に 緩 衝
溶 液 を 用 い る こ と が 重 要 で あ る と 考 え ら れ る 。 リ ン 酸 塩 な ど
を 使 用 す る こ と に よ り 、 揮 発 な ど も な く 組 成 の 一 定 な 移 動 相
の 作 製 が で き る と 考 え ら れ る 。  
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以 上 の 点 を ふ え ま て γ - R A を 検 出 す る た め に 調 整 さ れ た 分
析 条 件 を 以 下 に 示 す 。  
 
分 離 カ ラ ム ：  P u r e s i l  C‐ 1 8  
展 開 液 ：  メ タ ノ ー ル ／ 5 0  m M リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （ p H  7 . 0） ＝ 4 0／ 6 0  
F l o w  r a t e :  0 . 5  m l / m i n  
T e m p e r a t u r e :  4 0℃  
A b s o r b a n c e  ( U V ) :  2 5 4  n m  
 
T L C 分 析 の 際 と 同 様 に こ の 条 件 で 各 基 質 の 分 析 条 件 の 検 討
を 行 っ た と こ ろ 、 H P, H B と も に 単 一 の 鋭 い ピ ー ク が 検 出 さ れ
て 感 度 は 高 か っ た が 、 両 基 質 の 保 持 時 間 の 差 が 0 . 3  m i n 程 度
と 分 離 が 悪 く 、 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 合 成 反 応 時 の ご く 微 量
な 反 応 代 謝 産 物 を 検 出 す る 際 に 反 応 出 発 化 合 物 の ピ ー ク と 重
な っ て し ま う 可 能 性 が 高 い 。 よ っ て 、 実 際 の 分 析 条 件 と し て
使 う の は 難 し い と 考 え ら れ た 。  
そ こ で 、 分 離 を よ り 良 く す る た め に 、 こ の 展 開 溶 媒 の 比 率
と 流 速 を 変 え て 検 討 を 行 っ た 。そ の 結 果 、メ タ ノ ー ル /リ ン 酸
カ リ ウ ム 緩 衝 液 = 1 / 3、 流 速 0 . 5μ l の 分 析 条 件 に よ っ て 保 持 時
間 の 差 を ほ ぼ 1  m i n 程 度 に 広 げ る こ と が で き た 。 こ の 分 析 条
件 で 測 定 を 行 っ た 結 果 、 初 発 H P 濃 度 の 5  m M と そ の 1 / 1 0 量
の 0 . 5  m M の H B を 含 む サ ン プ ル に つ い て も 、そ れ ぞ れ の ピ ー
ク が 分 離 し て 検 出 す る こ と が で き た 。 よ っ て 、 ス ク リ ー ニ ン
グ の 分 析 に 充 分 適 用 で き る と 考 え 、 こ の 分 析 条 件 を 利 用 す る
こ と を 決 定 し た 。 以 下 に そ の 分 析 条 件 と 、 F i g . 2 . 3 . 6 .に こ の 分
析 条 件 に よ る H P 5  m M , H B 0 . 5  m M を 含 む サ ン プ ル の H P L C 測
定 結 果 を 示 す 。  
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分 離 カ ラ ム ：  P u r e s i l  C‐ 1 8  
展 開 液 ：  メ タ ノ ー ル ／ 5 0  m M リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （ p H  7 . 0） ＝ 1／ 3  
F l o w  r a t e :  0 . 5  m l / m i n  
T e m p e r a t u r e :  3 0℃  
A b s o r b a n c e  ( U V ) :  2 5 4  n m  
 
 
H P  
H B  
F i g . 2 . 3 . 6 .  H P  5  m M , H B  0 . 5 m M の H P L C 測 定 結 果  
 
ま た 、 H P, H B を そ れ ぞ れ 5 , 0 . 5 , 0 . 1  m M 含 む サ ン プ ル を 測 定
し 、 検 量 線 を 描 い た 。 そ の 結 果 を 以 下 F i g . 2 . 3 . 7 .、 2 . 3 . 8 .に 示
す 。  
y = 2E+06x + 77745
R2 = 1
0
1000000
2000000
3000000
4000000
5000000
6000000
7000000
8000000
9000000
10000000
0 1 2 3 4 5 6
濃度 / mM
面
積
 /
 -
 
F i g . 2 . 3 . 7 .  H P L C 分 析 に よ る H P 検 量 線  
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y = 791524x + 50267
R2 = 0.9999
0
500000
1000000
1500000
2000000
2500000
3000000
3500000
4000000
4500000
0 1 2 3 4 5 6
濃度 / mM
面
積
 /
 -
 
F i g . 2 . 3 . 8 .  H P L C 分 析 に よ る H B 検 量 線  
 
各 基 質 に お け る 検 量 線 は と も に 相 関 係 数 が 0 . 9 9 以 上 の 高 い
値 と な り 、 精 度 の 高 い 定 量 分 析 が 可 能 で あ る と 期 待 で き る 。  
 
 
2 . 4  ス ク リ ー ニ ン グ  
 
2 . 3 で 述 べ た ス ク リ ー ニ ン グ 戦 略 ，方 法 に 基 づ い て 実 際 に ヒ
ド ロ キ シ フ タ ル 酸 合 成 微 生 物 の 探 索 を 行 っ た 。  
 
2 . 4 . 1  実 験 操 作   
 
①  ス ク リ ー ニ ン グ 培 地 の 作 成 と 培 養  
 
1 . 5  m l マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に 土 壌 サ ン プ ル を 少 量 添 加  
 
純 水 1  m l を 添 加  
 
V O RT E X で 攪 拌  
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静 地  
 
Ta b l e . 2 . 3 . 1 .の 培 地 を 作 成 （ Vi t a m i n , H P を 除 く ）  
 
試 験 管 に 培 地 4 . 5  m l を 分 注  
 
そ れ ぞ れ に H P 5 0  m M 水 溶 液 5 0 0μ l、 Vi t a m i n 5μ l を 添 加  
 
土 壌 サ ン プ ル の 上 清 5 0μ l を 植 菌  
 
培 養 ( 3 0℃ 、 1 2 0 r p m )  
 
②  培 養 液 の Ｔ Ｌ Ｃ 分 析  
 
培 養 液 3μ l を T L C 板 (シ リ カ ゲ ル )に ス ポ ッ ト  
 
乾 燥  
 
展 開 液 を 飽 和 さ せ た 展 開 槽 に T L C 板 を 入 れ る  
 
展 開 (約 2 0  m i n )  
 
展 開 槽 か ら T L C 板 を 取 り 出 す  
 
乾 燥  
 
噴 霧 器 で G i b b s ’試 薬 を 噴 霧  
 
乾 燥  
 
 21
噴 霧 器 で 1  M  N a H C O 3 溶 液 を 噴 霧  
 
乾 燥 ・ 過 熱 (ド ラ イ ヤ ー )  
 
呈 色 、 ス ポ ッ ト の 出 現  
 
③  培 養 液 の H P L C 分 析  
 
培 養 液 1  m l を フ ィ ル タ ー 滅 菌  
 
H P L C 用 バ イ ア ル 瓶 に 入 れ る  
 
蓋 を し め る  
 
H P L C で 測 定  
 
2 . 4 . 2  実 験 結 果 お よ び 考 察  
 
土 壌 か ら 採 取 し て き た 約 1 0 0 0 サ ン プ ル に つ い て 、上 記 の 実
験 操 作 に 基 づ い て H P を 唯 一 の 炭 素 源 と し て 培 養 を 行 っ た 。
そ の 結 果 、 培 養 し た サ ン プ ル の 約 8 割 に お い て 生 育 が 見 ら れ
た 。 サ ン プ ル に よ っ て 差 は あ る も の の 、 平 均 的 に は 2 ~ 3 日で
培 養 液 が 白 濁 し 、 生 育 の 様 子 が 観 察 で き た 。 そ う し た 生 育 が
見 ら れ た サ ン プ ル に つ い て 、 ま ず T L C 分 析 に よ っ て H P の 資
化 の 検 討 を 行 っ た 。生 育 が 見 ら れ た サ ン プ ル の 中 に も 、H P の
ス ポ ッ ト が 変 化 せ ず 、H P が 減 少 し て い な い と 考 え ら れ る た め
H P を 資 化 し て い な い と 考 え ら れ る サ ン プ ル も 多 数 見 ら れ た 。
そ う い っ た も の を 除 き 、H P の ス ポ ッ ト の 色 が 薄 く な る 、ま た
は な く な る と い っ た 、H P を 確 実 に 資 化 し て い る と 考 え ら れ る
サ ン プ ル に つ い て 経 代 培 養 を 行 っ た 。  
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経 代 培 養 の 際 に も 毎 回 T L C 分 析 で H P
の 減 少 を 確 認 し て い く と 、 そ の 培 養 時 間
に よ っ て H P だ け で な く H B の 位 置 に も ス
ポ ッ ト が 出 現 す る サ ン プ ル が 見 ら れ た 。
こ れ は H B が 蓄 積 し て い る と 考 え ら れ 、
H P L C 分 析 で も H B の ピ ー ク が 現 れ る こ
と を 確 認 し 、 そ の サ ン プ ル に つ い て さ ら
に 経 代 培 養 を 続 け た 。 こ う し た H B の 蓄
積 が 確 認 で き た サ ン プ ル を 8 株 (以 下
0 1 ~ 0 8 株 )取 得 し た 。  
そ の う ち の 0 1 株 の H P の 減 少 、 H B の 蓄
積 が 確 認 で き る T L C 分 析 結 果 を
i F i g . 2 . 4 . 1 .に 示 す 。そ の 他 の サ ン プ ル に つ
い て も 同 様 な 結 果 が 見 ら れ た 。  
 
F i g . 2 . 4 . 1 .  
培 養 液 の  
T L C 分 析 結 果  
L a n e  1 :菌 体 培 養
液 ,  L a n e  2 : H P  5  
m M ,  L a n e  3 : H B  
5 m M  
H P→  
1  2  3  
H B→  
こ こ で 、 培 養 時 間 に よ っ て H B の 蓄 積 が 見 ら れ る 場 合 と 見
ら れ な い 場 合 が あ る と い う こ と に つ い て 考 え る 。こ れ は 、H P
を 炭 素 源 と し て 資 化 す る 際 に 、H P が 分 解 さ れ て H B に な る と
い う 段 階 は あ る も の の 、 そ の 後 培 養 を 続 け る と さ ら に H B も
資 化 さ れ て 分 解 さ れ て い っ て し ま う と い う 点 に 原 因 が あ る と
考 え ら れ る 。こ の H B が 存 在 す る 期 間 に T L C 分 析 を 行 う こ と
が で き れ ば H P→ H B の 確 認 を す る こ と が で き る 。し か し 、培
養 時 間 が 短 す ぎ る と H P が ま だ 充 分 に H B に 変 化 し て い な い
状 態 で T L C 分 析 を 行 う こ と に な り 、 H B が 少 量 過 ぎ て 確 認 が
で き な い 。 ま た 、 培 養 時 間 を 長 く と り す ぎ る と 、 H P→ H B の
さ ら に 後 の H B が 分 解 さ れ て し ま っ た 状 態 で T L C 分 析 を 行 う
こ と に な り 、 同 じ く H B の 蓄 積 の 確 認 は で き な い 。 従 っ て 、
代 謝 産 物 で あ る H B が 存 在 す る 期 間 に タ イ ミ ン グ 良 く 分 析 を
行 わ な い と H B の 蓄 積 は 確 認 で き な い と い う こ と に な る 。  
γ - R A 合 成 微 生 物 の 探 索 の 際 に は 、 こ の 問 題 点 を 解 決 す る た
め に 、 培 養 液 中 に 炭 素 源 で あ る γ - R A を エ タ ノ ー ル 溶 液 と し
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て 添 加 し て 培 養 を 行 っ て い た 。 エ タ ノ ー ル 溶 液 と し て 基 質 を
添 加 す る と 、厳 密 に は 基 質 が 唯 一 の 炭 素 源 と は な っ て お ら ず 、
エ タ ノ ー ル を 資 化 す る 微 生 物 も 生 育 し て く る と 考 え ら れ る 。
そ の 基 質 を 資 化 で き る 微 生 物 で も 、 エ タ ノ ー ル を 資 化 す る こ
と が で き れ ば 先 に 分 解 、 資 化 し や す い エ タ ノ ー ル を 消 費 し 、
そ れ に つ い で 基 質 の 資 化 を 始 め る 。 し か し 、 基 質 の 資 化 を 始
め る 頃 に は 、 す で に 菌 体 は 生 育 し て 培 地 に 飽 和 し 、 そ れ 以 上
増 殖 で き な い 状 態 に な っ て い る た め 、 基 質 の 分 解 は 途 中 で 止
ま り 、代 謝 産 物 も 最 後 ま で 代 謝 さ れ ず に 蓄 積 す る こ と に な る 。 
し か し 、 こ の 方 法 を 用 い る と ス ク リ ー ニ ン グ に お い て エ タ
ノ ー ル だ け を 資 化 す る 微 生 物 も 多 量 に 生 育 し て き て し ま う た
め に 、 選 択 が あ ま り か け ら れ な い た め 、 本 研 究 に お い て は 用
い な か っ た 。  
 
2 . 5  ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 合 成 候 補 株 の 単 離  
 
前 述 の よ う に 第 一 段 階 の ス ク リ ー ニ ン グ で H B を 経 由 し た
経 路 で H P を 分 解 、 資 化 し て い る と 考 え ら れ る 微 生 物 サ ン プ
ル を 8 株 取 得 し た 。 こ れ ら に つ い て 経 代 培 養 を 行 っ た 培 養 液
か ら 、 純 化 し た 菌 株 を 寒 天 平 地 培 地 上 で 単 離 し た 。  
 
2 . 5 . 1  単 離 操 作  
ま ず 、 H P 合 成 微 生 物 探 索 用 培 地 を 用 い て 、 H P を 唯 一 の 炭
素 源 と し た 寒 天 平 板 培 地 を 作 成 す る 。  
 
5 0 0 m l 容 エ ル レ ン マ イ ヤ ー フ ラ ス コ に A g a r 3 . 0 g ( 1 5 % )を 秤 量  
 
H P 合 成 微 生 物 探 索 用 培 地 ( H P, Vi t a m i n を 除 く )を 1 8 0 m l 添 加  
 
オ ー ト ク レ ー ブ で 滅 菌 （ 1 2 0℃ 、 2 0 m i n）  
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 培 地 の 温 度 が 下 が っ た ら Vi t a m i n 2 0 0μ l、 H P 5 0  m M 水 溶 液
2 0 m l を 添 加  
 
滅 菌 シ ャ ー レ （ 1 0 枚 ） に 2 0 m l ず つ 分 注  
 
乾 燥  
 
※    内 の 操 作 は 無 菌 操 作 な の で ク リ ー ン ベ ン チ で 行 う 。 
 
 こ の 作 成 し た プ レ ー ト に 経 代 培 養 を 経 て お お よ そ 純 化 し た
と 思 わ れ る サ ン プ ル の 菌 体 培 養 液 を ク リ ー ン ベ ン チ 内 で そ れ
ぞ れ 1 0 0～ 1 0 0 0 培 に 希 釈 し て 塗 布 し た 。 そ の 後 、 3 0℃ で 2 4 h
培 養 を 行 っ た 。  
そ れ ぞ れ の プ レ ー ト に ほ ぼ 単 一 の コ ロ ニ ー の 生 育 が 見 ら れ
た 。 そ れ ら に つ い て そ れ ぞ れ 、 同 じ く 作 成 し た 寒 天 平 板 培 地
に 画 線 し て 単 離 を 行 い 、 さ ら に 純 化 さ せ た 。  
 
 
2 . 5 . 2  単 離 菌 株 の 確 認  
 
 次 に 、 取 得 し た サ ン プ ル の 培 養 液 か ら 単 離 し た 候 補 株 8 株
に つ い て 、 そ の H P 分 解 能 力 の 確 認 を 行 っ た 。 第 一 段 階 の ス
ク リ ー ニ ン グ 系 で H P を H B を 経 て 資 化 す る と い う 前 提 で 分 離
し た 候 補 株 で あ る の で 、H P を 分 解 す る だ け で な く 、そ の 分 解
代 謝 産 物 と し て H B を 生 成 す る と い う こ と の 確 認 も 行 っ た 。
こ の 分 解 代 謝 産 物 で あ る H B を 確 認 し や す い 条 件 と し て 、 得
ら れ た 候 補 株 よ り 休 止 菌 体 液 を 調 整 し 、 休 止 菌 体 反 応 に よ る
H P 分 解 反 応 を 確 認 す る こ と を 試 み た 。  
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①  前 培 養  
 
試 験 管 に 培 地 4 . 5  m l を 分 注  
 
そ れ ぞ れ に H P 5 0  m M 水 溶 液 5 0 0μ l、 Vi t a m i n 5μ l を 添 加  
 
単 離 プ レ ー ト か ら 植 菌  
 
培 養 ( 3 0  ℃ 、 1 2 0  r p m、 約 2  d a y s )  
 
②  本 培 養  
 
5 0 0  m l 容 エ ル レ ン マ イ ヤ ー フ ラ ス コ に 培 地 を 9 0  m l を 分 取  
 
H P 5 0  m M 水 溶 液 1 0  m l  、 Vi t a m i n  1 0 0μ l 添 加  
 
菌 体 の 前 培 養 液 1  m l を 植 菌 （ 1  %）  
 
往 復 振 と う 培 養  
（ 3 0℃ 、 1 2 0  r p m、 1  d a y s）  
 
③  集 菌 ・ 洗 菌  
 
本 培 養 液 1 0 0  m l を 5 0  m l 容 ス ピ ッ ツ 管 2 本 に 5 0  m l ず つ 分 注  
 
遠 心 分 離  
（ 4℃ 、 1 0 0 0 0×g、 1 5  m i n）  
 
上 清 を 廃 棄  
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菌 体 の ペ レ ッ ト を 5 0  m M リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液（ p H  7 . 0）5 0  m l
に 懸 濁  
 
菌 体 液 を 5 0  m l ス ピ ッ ツ 管 に 移 す  
 
遠 心 分 離  
（ 4℃ 、 1 0 0 0 0×g、 1 5  m i n）  
 
上 清 を 廃 棄  
 
※ 同 じ 作 業 を 2 回 繰 り 返 す  
菌 体 の ペ レ ッ ト を リ ン 酸 緩 衝 液 1 0  m l に 懸 濁  
（ 培 地 の 1 0 倍 濃 度 に 濃 縮 ）  
 
④  休 止 菌 体 反 応  
 
2  m l 容 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に H P 5 0  m M 水 溶 液 1 0 0μ l を 分 注  
（ 初 発 H P 濃 度 5  m M）  
 
菌 体 懸 濁 液 （ 5 0  m M リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液  p H  7 . 0） 9 0 0  μ l
を 分 注  
 
V O RT E X で 攪 拌  
 
反 応 （ 3 0℃ 、 1 2 0  r p m）  
 
そ れ ぞ れ の 候 補 株 の 培 養 液 か ら 菌 体 懸 濁 液 を 調 整 し 、H P を
基 質 と し た 休 止 菌 体 反 応 を 行 っ た 。初 発 H P 濃 度 を 5  m M、反
応 液 p H  7 . 0 と し 、培 養 液 の 約 1 0 培 の 菌 体 濃 度 に お い て 3 0℃ 、
1 2 0  r p m の 条 件 下 で 反 応 を 行 っ た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て 菌 体
液 の み の も の も 同 様 の 条 件 下 で 反 応 を 行 っ た 。  
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H B→  
 1   2   3  
H P→  
休 止 菌 体 反 応 後 の 反 応 液 に つ い て 、
T L C 分 析 、H P L C 分 析 を 行 っ た 。F i g . 2 . 5 . 1 .
に 候 補 株 0 1 株 の 2  h 反 応 後 の 休 止 菌 体 反
応 後 の T L C 分 析 の 結 果 を 示 す 。 2  h 経 過
後 に は 初 発 5  m M の H P が ほ ぼ 分 解 さ れ 、
H B の 位 置 に コ ン ト ロ ー ル の 5  m M の H B
と 同 じ く ら い ま で 色 濃 く ス ポ ッ ト が 現 れ 、
H B が 蓄 積 し て い る 様 子 が わ か る 。そ の 他
の 候 補 株 に つ い て も 反 応 の 速 度 に 違 い は
見 ら れ た が 、 同 様 に H B の 蓄 積 が 観 察 で
き た 。 コ ン ト ロ ー ル の 菌 体 液 の み の も の
に お い て は こ の よ う な H B の 蓄 積 は 見 ら
れ ず 、 休 止 菌 体 の 反 応 に よ っ て H B が生
成 し て い る と い う こ と が 確 認 で き た 。  
F i g . 2 . 5 . 1 .  
休 止 菌 体 反 応 液 の  
T L C 分 析 結 果  
L a n e  1 :反 応 液 ( 2  h ) ,  
L a n e  2 : H P  5  m M ,  
L a n e  3 : H B  5 m M  
こ の 結 果 よ り 、 0 1～ 0 8 の 候 補 株 が H P
→ H B と い う 経 路 を 持 っ て い る こ と が 確
認 で き た と 同 時 に 、 前 述 の よ う な ス ク リ
ー ニ ン グ に よ り 目 的 と す る 微 生 物 の 選 別
が で き て い る と い う こ と を 確 認 す る こ と
が で き た 。  
 
F i g . 2 . 5 . 2 .  
休 止 菌 体 反 応 液 の  
T L C 分 析 結 果  
L a n e  1 :反 応 液 ( 2 4  
h ) ,  L a n e  2 : H P  5  
m M ,  L a n e  3 : H B  
5 m M  
H B→  
1   2   3  
し か し 、 こ れ ら の 候 補 株 に よ る 休 止 菌
体 反 応 を よ り 長 く 継 続 さ せ る こ と に よ っ
て 、 蓄 積 し た H B が さ ら に 分 解 さ れ て な
く な っ て い っ て し ま う こ と が 判 明 し た 。
F i g . 2 . 5 . 2 .に 2 4  h 反 応 後 の T L C 分 析 の 結
果 を 示 す 。H B の ス ポ ッ ト が 5  m M の も の
と 同 じ く ら い の 濃 さ だ っ た 2  h 反 応 後 の
も の よ り 薄 く な っ て い る こ と が わ か る 。
こ の こ と は 、 H P⇔ H B 間 の 反 応 が 弱 く 、
そ の 後 の 分 解 経 路 の 方 が 進 行 し や す い も
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の と 考 え ら れ 、 逆 反 応 で あ る H P の 合 成 反 応 も 弱 い こ と が 予
想 さ れ る 。 そ の た め 、 こ の 合 成 活 性 を 確 認 す る た め に は 反 応
条 件 や 培 養 条 件 な ど の 設 定 が 重 要 に な っ て く る の で は な い か
と 考 え ら れ る 。  
 
2 . 6  逆 反 応 に よ る ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 合 成 活 性 の 検 討  
 
第 一 段 階 の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 、 目 的 と す る 微 生 物 と
し て 0 1～ 0 8 の 候 補 株 を 取 得 で き た こ と を 確 認 し た 。次 に 、こ
れ ら の 候 補 株 に つ い て 第 二 段 階 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 す な わ ち
H B と 炭 酸 イ オ ン を 基 質 と し た 反 応 に お け る H P の 合 成 活 性 の
検 討 を 行 っ た 。H P の 分 解 活 性 の 確 認 の 際 と 同 様 に 、休 止 菌 体
反 応 に よ っ て 検 討 を 試 み た 。  
 
2 . 6 . 1  実 験 操 作  
 
前 述 の 2 . 5 . 2 と 同 様 の 操 作 に よ り 菌 体 懸 濁 液 を 調 整 し た 。炭
酸 イ オ ン と し て は 炭 酸 水 素 カ リ ウ ム を 使 用 し 、 初 発 濃 度 を 飽
和 溶 解 濃 度 の 3 Mと 設 定 し た 。 H B濃 度 は 脱 炭 酸 反 応 の 際 と 同
様 に 5  m Mと し た 。 H Bと K H C O 3 を 基 質 と し て 3 0℃ 、 1 2 0  r p m
で 反 応 を 行 っ た 。コ ン ト ロ ー ル と し て 菌 体 液 の み の も の 、H B
と K H C O 3 を リ ン 酸 5 0  m Mリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 に 加 え た だ
け の も の も 同 様 の 条 件 下 で 反 応 を 行 っ た 。 ま た 、 脱 炭 酸 活 性
を 同 時 に 確 認 し て 候 補 株 の 活 性 を 確 認 し な が ら 炭 酸 固 定 反 応
の 検 討 を 行 う こ と と し た 。  
 
2  m l 容 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に H B  5 0  m M 水 溶 液 1 0 0μ l を 分 注  
（ 初 発 H B 濃 度 5  m M）  
 
K H C O 3  0 . 3 gを 秤 量   
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 菌 体 懸 濁 液 （ 5 0  m M リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液  p H  7 . 0） 8 5 0  μ l
を 分 注  
 
V O RT E X で 攪 拌  
 
反 応 （ 3 0℃ 、 1 2 0  r p m）  
 
 
2 . 6 . 2  実 験 結 果 お よ び 考 察  
 
休 止 菌 体 反 応 後 の 反 応 液 に つ い て 、T L C 分 析 、H P L C 分 析 を
行 っ た 。 F i g . 2 . 6 . 1 .に 候 補 株 0 1 株 の 2  h、 2 4  h 反 応 後 の 休 止 菌
体 反 応 後 の T L C 分 析 の 結 果 を 示 す 。  
 
 
   
H B→  
H P→  
5   6   7  8  1   2   3  4  
F i g . 2 . 6 . 1 .  
休 止 菌 体 反 応 液 の T L C 分 析 結 果  
L a n e  1 :炭 酸 固 定 反 応 液 ( 2  h ) ,  L a n e  2 :脱 炭 酸 反 応 液 ( 2  h ) ,  L a n e  3 : H P  5  m M ,  
L a n e  4 : H B  5 m M ,  L a n e  5 :炭 酸 固 定 反 応 液 ( 2 4  h ) ,  L a n e  6 :脱 炭 酸 反 応 液 ( 2 4  h ) ,  
L a n e  7 : H P  5  m M ,  L a n e  8 : H B  5 m M  
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2  h 経 過 後 に は 脱 炭 酸 反 応 に つ い て は 前 述 と 同 様 に H B の蓄
積 が 確 認 で き た 。し か し 、H P 合 成 反 応 で あ る 炭 酸 固 定 反 応 に
つ い て は H P の ス ポ ッ ト が H B の ス ポ ッ ト に 引 っ 張 ら れ る 状 態
に な っ て し ま い 、 H P と H B が き れ い に 分 離 せ ず 、 H P の 位 置
に 青 く ス ポ ッ ト が 存 在 す る よ う に は 見 え る も の の 、 そ れ が 確
実 に H P で あ る か ど う か の 確 認 は で き な か っ た 。  
H Bと N a H C O 3 を リ ン 酸 5 0  m Mリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 に 加 え た
だ け の も の に つ い て も 同 様 に T L C分 析 を 行 っ た と こ ろ 休 止 菌
体 反 応 液 の 場 合 と 同 様 に H Bの ス ポ ッ ト が ひ っ ぱ ら れ て し ま
う と い う 結 果 を 得 た 。 こ の こ と か ら 、 T L C分 析 に よ っ て こ う
し た 結 果 が 出 て し ま う 原 因 は 他 の 代 謝 産 物 の 影 響 や 、 炭 酸 イ
オ ン に よ る 影 響 だ と 考 え ら れ る 。  
ま た 、 H P L C 分 析 に お い て も 、 H P の コ ン ト ロ ー ル と 同 じ 位
置 に ピ ー ク が 検 出 さ れ た も の の 、 炭 酸 固 定 反 応 の 出 発 物 質 の
H B の 代 謝 産 物 と 予 想 さ れ る プ ロ ト カ テ ク 酸 （ 以 下 P C） につ
い て も 、 ほ ぼ 同 じ 保 持 時 間 で か つ H P よ り も 高 い 感 度 で ピ ー
ク が 検 出 さ れ て し ま い 、H P の 存 在 の 確 認 は す る こ と が で き な
か っ た 。 H P L C 分 析 の 結 果 を F i g . 2 . 6 . 2 .に 、 予 想 さ れ る H B の
反 応 に つ い て F i g . 2 . 6 . 3 .に 示 す 。  
 
 
H P    P C  
H B  
F i g . 2 . 6 . 2 .  休 止 菌 体 反 応 液 ( 2  h )の H P L C 分 析 結 果  
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プ ロ ト カ テ ク 酸 ( P C )     H B             H P  
以 上 の こ と か ら 、 炭 酸 固 定 反 応 の 確 認 を す る た め に は 、 生
成
2 . 6 . 3  分 析 条 件 の 再 検 討  
 
炭 酸 固 定 反 応 の 反 応 液 を T L C 分 析 す る 際 に 、前 述 の よ う に
H P
オ ン に よ る も の と 仮 定 し 、 炭 酸 イ オ ン を
除
C分 析 に お い て 、炭 酸 イ
オ
F i g . 2 . 6 . 3 .予 想 さ れ る H B の 反 応  
 
物 で あ る H P を よ り 確 実 に 検 出 す る 分 析 方 法 が 必 要 で あ る
と 考 え ら れ る 。 そ こ で 、 定 性 分 析 、 定 量 分 析 と も に 改 め て 検
討 を 行 っ た 。  
 
の ス ポ ッ ト が H B の ス ポ ッ ト に 引 っ 張 ら れ る 状 態 に な っ て
し ま い 、 H P と H B が き れ い に 分 離 せ ず H P の み の 検 出 の 確 認
は で き な か っ た 。  
こ の 原 因 を 炭 酸 イ
去 し て 分 析 を 試 み た 。 そ の 方 法 と し て は 、 加 熱 し て 炭 酸 イ
オ ン を 気 化 さ せ て 除 去 す る 、 反 応 液 を 酸 性 に し て 炭 酸 イ オ ン
を 二 酸 化 炭 素 へ と 変 化 さ せ て 除 去 す る な ど を 試 み た 。し か し 、
ど の 方 法 を 用 い て 炭 酸 イ オ ン を 除 去 し た も の を 分 析 し て も 、
ス ポ ッ ト の 様 子 は 変 わ ら な か っ た 。  
以 上 の こ と か ら 、炭 酸 固 定 反 応 の T L
ン が 多 量 に 存 在 す る 条 件 下 で 反 応 を 行 う と H Pと H Bの 分 離
が 悪 い の で 、 基 質 と し て 含 む 炭 酸 イ オ ン 濃 度 を 変 化 さ せ て
T L C分 析 で 問 題 が な く な る K H C O 3 の 濃 度 を 検 討 し た 。  
OH
HOOC
OH
HOOC COOH
CO2
OH
HOOC
OH
目 的 の 炭 酸 固 定 反 応  
予 想 さ れ る H B の 代 謝 経 路  
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そ の 結 果 、初 発 濃 度 1 5 0 m M ま で は き れ い に ス ポ ッ ト が 分 離
し た の で 、 今 後 は こ の 濃 度 で
基 質 と し て の 炭 酸 イ オ ン 濃 度 を 低 く す る と 、 合 成
活
、H P と P C の
保
 定 性 分 析 の 検 討  
・
ス ポ ッ ト が 引 っ 張 ら れ て も H P の ス ポ ッ ト と の 距
離
炭 酸 固 定 反 応 の 検 討 を 行 う こ と
に し た 。  
し か し 、
性 が あ っ た と し て も 生 成 さ れ る H P の 量 が 少 な く な っ て し
ま う と 考 え ら れ る 。 そ こ で 、 よ り 高 感 度 の 検 出 が 可 能 に な る
よ う な H P の 定 性 分 析 条 件 の 検 討 を 行 っ た 。  
ま た 、定 量 分 析 で あ る H P L C 分 析 に つ い て も
持 時 間 に 差 が 無 く ピ ー ク が 重 な っ て し ま う と い う 問 題 が 生
じ た 。 そ の た め 、 H P L C の 展 開 液 の 再 検 討 と 、 同 時 に ガ ス ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ( G C )に よ る 新 た な H P, H B の 定 量 分 析 の 検
討 を 行 っ た 。  
 
①
T L C 分 析  
多 少 H B の
が 離 れ て い れ ば 問 題 な く H P の 検 出 が で き る よ う に な る の
で は な い か 、 と い う 考 え と 、 使 用 し て い る 展 開 液 で 展 開 し た
場 合 に は H P が 反 応 液 を ス ポ ッ ト し た 位 置 か ら ほ と ん ど 動 か
ず ス ポ ッ ト 時 の 跡 が 残 っ て し ま う 為 に 新 た に ス ポ ッ ト が 現 れ
た か ど う か の 判 断 が 難 し い と い う こ と か ら 、 改 め て 今 使 用 し
て い る も の よ り も H P と H B に つ い て R f 値 自 体 と そ の 両 者 の
差 が 大 き く な る よ う な T L C 分 析 の 展 開 液 の 検 討 を 行 っ た 。  
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以 下 の Ta b l e . 2 . 6 . 1 .に 示 す 組 成 の 展 開 液 を 用
い て 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 F i g . 2 . 6 . 4 .に 示 す
よ う に 、 前 述 の 組 成 の 展 開 液 を 用 い た 場 合
よ り も H B と H P の 分 離 を 良 く す る こ と が で
き た 。ま た H P の ス ポ ッ ト も し っ か り と 移 動
し て い る こ と が わ か る 。  
 
T a b l e . 2 . 6 . 1 .  γ - R A 用 T L C 分 析 展 開 液 の 組 成  
ブ タ ノ ー ル  1 0  m l
酢 酸  5  m l
水  5  m l
  
F i g . 2 . 6 . 4 .  各 基 質 の
T L C 分 析 結 果  
L a n e  1 : H P  5  m M ,  
L a n e  2 : H B  5  m M  
H B→  
H P→  
1    2  
 
ま た 、 ス ク リ ー ニ ン グ の 際 に 各 基 質 の 代 謝 産 物 も し く は 合 成
物 と し て 生 成 さ れ る 可 能 性 の あ る 化 合 物 等 に つ い て も 同 じ く
決 定 し た 展 開 液 を 用 い て T L C 分 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 を
F i g . 2 . 6 . 5 .に 示 す 。  
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  1    2    3   4   5   6   7   8   9   1 0  11  
F i g . 2 . 6 . 5 .  各 基 質 の T L C 分 析 結 果  
L a n e 1 :  サ リ チ ル 酸 L a n e 2 :  m -ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 L a n e 3 : p -ヒ ド ロ キ シ 安 息 香
酸  L a n e 4 :フ ェ ノ ー ル  L a n e 5 :プ ロ ト カ テ ク 酸  L a n e 6 : 2 , 3 -ジ ヒ ド ロ キ シ 安 息
香 酸  L a n e 7 :カ テ コ ー ル  L a n e 8 :γ -レ ゾ ル シ ン 酸  L a n e 9 :レ ゾ ル シ ノ ー ル  
L a n e 1 0 : 2 -ヒ ド ロ キ シ イ ソ フ タ ル 酸  L a n e 1 1 : 3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸  
 
こ れ ら の 基 質 に つ い て は 、 前 述 Ta b l e . 2 . 3 . 1 .の 組 成 の 展 開
液 に お い て そ れ ぞ れ 分 離 が 良 く 、こ れ ら の 基 質 を T L C で 分 析
す る 際 は 、 そ ち ら の 展 開 液 を 用 い る こ と と し た 。  
 
・ 金 属 イ オ ン に よ る 定 性 分 析  
T L C 分 析 以 外 の 新 た な 定 性 分 析 の 検 討 を 行 う 際 に 、H P お よ
び H B の 呈 色 に つ い て こ れ ら の 化 合 物 が 金 属 イ オ ン と 錯 体 を
形 成 し て 様 々 な 発 色 を す る 、 と い う 性 質 に 着 目 し た 。  
 各 種 ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 は 先 に 物 性 の と こ ろ で 述 べ た よ う
に 、 主 と し て 塩 化 鉄 と 反 応 し て 様 々 な 発 色 を す る こ と が わ か
っ て い る 。 そ こ で 、 M n、 C o、 C u、 Z n、 N i、 F e（ Ⅱ ） の 各 種
の 金 属 溶 液 に H P、 H B を そ れ ぞ れ 加 え て 呈 色 の 様 子 を 観 察 し
た と こ ろ 、 F e（ Ⅱ ） 溶 液 に お い て の み 両 基 質 間 に 呈 色 の 違 い
が 見 ら れ た 。F e (Ⅱ )溶 液 に H P を 加 え た と こ ろ 、溶 液 の 色 が 赤
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紫 色 に 変 化 し た が 、一 方 、H B を 加 え た 場 合 は 色 の 変 化 が 見 ら
れ な か っ た 。 こ の 呈 色 反 応 の 様 子 を F i g . 2 . 6 . 6 .に 示 す 。  
 
F e (Ⅱ )溶 液   
 
 
 
（ 各 基 質 濃 度  5  m M） 
H P  H B   
OH
HOOC
OH
HOOC
CO2
COOH 
 
 
F i g . 2 . 6 . 6 .  F e (Ⅱ )イ オ ン に よ る 呈 色 反 応  
 
H B か ら 生 成 し た H P を 検 出 す る の に こ の 呈 色 反 応 が 利 用 で
き る の で は な い か と 考 え 、 次 に H P の 呈 色 感 度 と 、 H P や H B
か ら 代 謝 産 物 と し て 生 成 す る 可 能 性 の あ る 基 質 に つ い て こ の
呈 色 反 応 を 検 討 し た 。 ま ず 、 H P、 H B 以 外 の 基 質 に 対 し て は
F i g . 2 . 6 . 7 .に 示 す よ う に 緑 や 青 と い っ た 違 う 色 調 で 呈 色 が み ら
れ た の で 、 H P の み の 検 出 が 可 能 で あ る と 考 え ら れ る 。  
 
 
 
OH
OH
OH
OH
HOOC
OH
OH
HOOC OH 
OH
OH
 
 
 2 , 3 -ジ ヒ ド ロ キ シ
安 息 香 酸  
ト リ ヒ ド ロ キ シ
ベ ン ゼ ン  
プロ トカテク酸  カ テ コ ー ル
 
各 基 質 濃 度  5  m M  
F i g . 2 . 6 . 7 .  F e (Ⅱ )イ オ ン に よ る 各 基 質 の 呈 色 反 応  
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ま た 、H P の 検 出 感 度 に つ い て は F i g . 2 . 6 . 8 .に 示 す よ う に 0 . 5
ｍ M ま で は 検 出 可 能 な も の の 、0 . 1ｍ M 以 下 は 難 し い た め 、T L C
の 方 が よ り 感 度 が 高 い 定 性 分 析 が 可 能 で あ る と 考 え ら れ る 。
そ の た め 、 実 際 に は 用 い な か っ た 。  
 
 
 
 
5 0     5    0 . 5    0 . 1   0 . 0 5    0   / m M  
 
F i g . 2 . 6 . 8 .  F e (Ⅱ )イ オ ン に よ る H P の 呈 色 反 応  
 
②  定 量 分 析  
 
・  G C 分 析  
H P L C 分 析 に よ る H P お よ び H B の 定 量 分 析 に 代 わ る も の
と し て 、G C 分 析 に よ る H P、H B の 分 析 の 検 討 を 行 っ た 。G C
分 析 は 液 体 サ ン プ ル を 高 温 で 揮 発 さ せ 、 カ ラ ム に 気 体 状 に な
っ た サ ン プ ル を 通 し 、 そ の 物 性 の 違 い に よ り カ ラ ム の 保 持 時
間 が 異 な る こ と を 利 用 し 、分 析 を 行 う も の で あ る 。そ の た め 、
カ ル ボ キ シ ル 基 の よ う な 酸 性 度 が 高 く 液 体 サ ン プ ル 中 で イ オ
ン 化 し て し ま う 官 能 基 を 有 す る 化 合 物 に つ い て は 測 定 が 不 可
能 で あ る と 考 え ら れ て い た た め 、 H B は 測 定 可 能 で あ っ て も
カ ル ボ キ シ ル 基 を 含 む H P に つ い て は 測 定 が 困 難 で あ る と 考
え 、当 初 は 使 用 す る 予 定 で は な か っ た 。し か し 、H P を G C 分
析 し て み た と こ ろ 、 単 一 の ピ ー ク が 現 れ た こ と か ら 、 H P, H B
の 分 析 に 適 用 で き る の で は な い か と 考 え 、 検 討 を 行 っ た 。  
そ の 結 果 、以 下 の 分 析 条 件 に お い て H P, H B、そ し て 炭 酸 固
定 反 応 の 分 析 の 際 に 問 題 と な っ た P C に つ い て も 全 て 単 一 の
ピ ー ク が 現 れ 、 そ れ ぞ れ の 分 離 も 良 く 分 析 が 可 能 で あ る こ と
が わ か っ た 。し か し 、感 度 に つ い て は や は り H P L C 分 析 に は
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劣 っ て い る こ と が わ か っ た 。 F i g . 2 . 6 . 9 .、 2 . 6 . 1 0 .に そ れ ぞ れ
G C 分 析 に よ る H P、 H B の 検 量 線 を 示 す 。  
Fig.2.6.9. GC分析　HP検量線
y = 7324.1x - 2707.9
R2 = 1
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Fig.2.6.10. GC分析　HB検量線
y = 6977.7x - 2077.4
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 し か し 、 実 際 に 休 止 菌 体 反 応 を 行 い 、 G C 分 析 に よ っ て 測
定 を し て み る と 、 初 め に 含 ま れ て い る は ず の 基 質 に つ い て も
ピ ー ク が 検 出 さ れ な い と い う 結 果 が 得 ら れ て し ま っ た 。 こ れ
は 、 G C 分 析 は 有 機 溶 媒 の 分 析 し か で き な い た め 、 実 際 の 反
応 液 を 測 定 す る 際 に は 水 系 で あ る 反 応 液 か ら 有 機 化 合 物 で あ
る 生 成 物 を 酢 酸 エ チ ル に よ っ て 抽 出 し て 測 定 を 行 う と い う 手
順 を 踏 ま な く て は な ら な い こ と が 原 因 で あ る と 考 え ら れ る 。
こ の 抽 出 操 作 の 際 の 基 質 の 抽 出 効 率 が 悪 い た め に 、 直 接 基 質
を 酢 酸 エ チ ル に 溶 解 さ せ て 行 っ た 分 析 の よ う に 単 一 の ピ ー ク
と し て 分 析 す る こ と は で き な か っ た と 考 え ら れ る 。  
 以 上 の こ と か ら 、こ の 分 析 方 法 を 実 際 の H P, H B の 分 析 方 法
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と し て 扱 う こ と は で き な い と 考 え 、 実 際 に は 用 い な い こ と と
し た 。  
 
・ H P L C 分 析  
H P L C 分 析 に つ い て は 、 H P と 代 謝 産 物 と し て 生 じ る P C の
保 持 時 間 に 差 が 無 く ピ ー ク が 重 な っ て し ま う と い う 問 題 が 生
じ た 。 そ の た め 、 H P と P C を 分 離 可 能 と な る よ う な H P L C の
展 開 液 の 再 検 討 を 行 っ た 。  
H P は カ ル ボ キ シ ル 基 を 二 つ 有 し て お り 、カ ル ボ キ シ ル 基 を
一 つ し か 有 し て い な い P C と は K a の 値 に 差 が あ る 。そ の 点 に
注 目 し 、二 つ の 化 合 物 の K a の 間 と な る p H 4 . 0 の 展 開 溶 媒 に よ
る 分 析 を 試 み た 。こ の p H の 展 開 溶 媒 を 用 い る こ と に よ っ て 、
H P は イ オ ン 化 し て い な い 状 態 と な る 一 方 、 P C は イ オ ン 化 し
た 状 態 と な り 、 両 者 の 保 持 時 間 に 差 が 生 じ る こ と が 期 待 さ れ
る 。 以 下 の 条 件 で 分 析 を 試 み た 。  
 
分 離 カ ラ ム ：  P u r e s i l  C‐ 1 8  
展 開 液 ：  メ タ ノ ー ル ／ 5 0  m M ク エ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （ p H  4 . 0） ＝ 1／ 3  
F l o w  r a t e :  0 . 5  m l / m i n  
T e m p e r a t u r e :  4 0℃  
A b s o r b a n c e  ( U V ) :  2 5 4  n m  
 
両 基 質 を 含 む サ ン プ ル に つ い て 測 定 を 行 っ た と こ ろ 、H P に
つ い て ピ ー ク が 検 出 さ れ な く な っ て し ま っ た 。こ れ は 、p H を
下 げ て イ オ ン 化 し な い 状 態 に し た こ と で 、 極 性 が 極 め て 高 く
な り 、 カ ラ ム に 保 持 さ れ す ぎ て 溶 出 し て 来 な く な っ て し ま っ
て い る の で は な い か と 考 え ら れ る 。  
今 後 、二 層 系 の 展 開 溶 媒 を 用 い て 溶 媒 の p H を 徐 々 に 上 げ て
い く こ と で H P を イ オ ン 化 し た 状 態 に 戻 す よ う に し た 分 析 条
件 な ど 、 P C と H P の 保 持 時 間 に 違 い が 生 じ る 分 析 条 件 に つ い
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て 検 討 を 重 ね て い く 予 定 で あ る 。  
 
2 . 7  結 論  
 
 第 一 段 階 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、H P を H B を 経 由 し て 分
解 す る 能 力 を 有 す る 候 補 株 を 8 株 取 得 し た 。 そ れ ら の 候 補 株
に つ い て 第 二 段 階 の 逆 反 応 を 利 用 し た H P 合 成 試 験 を 試 み た
と こ ろ 、H P の み の 確 実 な 検 出 が で き な か っ た た め に 確 認 す る
こ と は で き な か っ た 。 こ の H P 合 成 反 応 の 確 認 の た め に は 、
更 な る 基 質 の 分 析 条 件 の 検 討 が 必 要 と 考 え ら れ る 。  
 以 上 の 結 果 か ら 、 こ れ ら の 候 補 株 は 非 酸 化 的 H P 脱 炭 酸 微
生 物 と 考 え て こ れ を 取 得 し た 。 炭 酸 固 定 反 応 に よ り H P を合
成 す る よ う な 株 の 取 得 を 目 的 と し て 更 な る ス ク リ ー ニ ン グ を
続 け る と と も に 、 同 時 に 、 既 得 の 候 補 株 の 有 す る H P の 非 酸
化 的 脱 炭 酸 能 力 の 新 規 性 等 を 考 慮 し 、 候 補 株 の 同 定 、 そ し て
そ れ ら の 行 な う H P 脱 炭 酸 反 応 の 諸 性 質 の 検 討 を 進 め る こ と
を 優 先 し 以 下 の 研 究 に 着 手 す る こ と と し た 。  
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第 3 章  3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 脱 炭 酸 微 生 物 の 同 定  
 
第 一 段 階 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、H B を 経 由 し て H P を分
解 す る 、H P 脱 炭 酸 能 力 を 有 す る 候 補 株 を 8 株 取 得 し た 。こ れ
ら の 候 補 株 に つ い て そ の 属 種 の 同 定 を 行 な っ た 。 全 D N A を
抽 出 し 、 保 存 領 域 で あ る 1 6 s  r D N A の 塩 基 配 列 を 解 読 し て 相
同 性 を 検 索 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 取 得 し た 8 株 の 候 補 株 は
A r t h ro b a c t e r  s p . ( W U - 0 4 0 2 ) 、 P s e u d o m o n a s  s p . ( W U - 0 4 0 3 ) 、
A c i n e t o b a c t e r  s p . ( W U - 0 4 0 4 )の 3 種 類 の 菌 株 に 分 類 す る こ と が
で き る こ と が 判 明 し た 。こ れ ら の う ち ２ 株（ W U - 0 4 0 2 お よ び
W U - 0 4 0 3） に つ い て 菌 株 の 同 定 機 関 （ N C I B M  J a p a n） に 同 定
を 依 頼 し た 。  
W U - 0 4 0 2 , W U - 0 4 0 3 株 に つ い て は 同 定 機 関 に よ る 同 定 結 果
が 判 明 し て お り 、 そ の 結 果 は 上 記 の 自 身 の 実 験 の 結 果 と ほ ぼ
一 致 す る も の で あ っ た 。以 上 の 結 果 か ら 、W U - 0 4 0 4 株 に つ い
て は 自 身 の 1 6 s  r D N A の 塩 基 配 列 を 基 に A c i n e t o b a c t e r  s p .と 同
定 し た 。  
以 下 に 同 定 機 関 に よ る 同 定 結 果 を 示 す 。  
 
3 . 1  形 態 学 的 ・ 生 理 性 状 学 的 性 質  
 
各 検 体 を L B  B r o t h  ( B e c t o n  D i c k i n s o n ,  M D ,  U S A ) + 1 . 5 %寒 天
平 板 培 地 (以 後 L B  a g a r )に 植 菌 し 、 3 0℃ で 一 日 間 培 養 し た 後 、
こ の 培 養 検 体 を 分 析 の 試 供 菌 株 と し た 。  
各 検 体 の 性 状 を 調 べ る た め 、光 学 顕 微 鏡 B X 5 0 F 4 (オ リ ン パ
ス 、日 本 )に よ る 細 胞 形 態 、グ ラ ム 染 色 性 、胞 子 の 有 無 、鞭 毛
に よ る 運 動 性 の 有 無 を 観 察 し た 。 (撮 影 倍 率 × 1 5 0 0、引 き 伸 ば
し 倍 率 × 2 0 0 0 )。指 定 培 地 平 板 上 で の コ ロ ニ ー 形 態 を 観 察 し た 。
カ タ ラ ー ゼ 反 応 、オ キ シ ダ ー ゼ 反 応 、ブ ド ウ 糖 か ら の 酸 /ガス
産 生 、 ブ ド ウ 糖 の 酸 化 /発 酵 ( O / F )に つ い て 試 験 を 行 っ た 。  
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分 類 学 的 比 較 性 状 を 調 べ る た め 、A P Iシ ス テ ム ( b i o M e r i e u x ,  
Ly o n ,  F r a n c e ,  h t t p : / / w w w. b i o m e r i e u x . f r / h o m e _ e n . h t m )を 使 い
検 体 の 生 理 ・ 生 化 学 的 性 状 を 調 べ た 。 操 作 は A P Iシ ス テ ム の
測 定 方 法 に 従 っ た 。 A P Iシ ス テ ム に 含 ま れ ず 、 検 体 の 帰 属 分
類 群 推 定 に 必 要 な 試 験 に つ い て は 、 追 加 試 験 と し て 英 国
N C I M B  L t d .  ( h t t p : / / w w w. n c i m b . c o . u k / )と の 技 術 提 携 事 項 お よ
び 分 類 ・ 同 定 の 関 連 文 献 に 従 い 実 施 し た 。  
 
3 . 1 . 1  W U - 0 4 0 2 株  
形 態 観 察 お よ び 生 理 学 的 性 状 試 験 の 結 果 、0 4 0 2 株 は グ ラ ム
染 色 陽 性 、 培 養 時 間 の 経 過 に 伴 い 細 胞 形 態 が 桿 菌 か ら 球 菌 へ
変 化 す る r o d - c o c c u s  c y c l e、無 芽 胞 、カ タ ラ ー ゼ 反 応 陰 性 な ど
の 性 状 を 示 し た 。 A P I シ ス テ ム を 使 っ た 生 理 学 的 性 状 試 験 の
結 果 、 P Y Z、 PA L、β G A L、α G L U、 E S C、 G E L の 試 験 項 目 で
陽 性 な ど の 性 状 を 示 し た 。  
以 下 F i g . 3 . 1 . 1 .、 3 . 1 . 2 .に 0 4 0 2 株 の グ ラ ム 染 色 像 を 示 す 。  
 
 
F i g . 3 . 1 . 1 .  W U - 0 4 0 2 株 の グ ラ ム 染 色 像  (培 養 2 4  h )  
 42
 F i g . 3 . 1 . 2 .  W U - 0 4 0 2 株 の グ ラ ム 染 色 像  (培 養 7 2  h )  
 
 
3 . 1 . 2  W U - 0 4 0 3 株  
形 態 観 察 お よ び 生 理 学 的 性 状 試 験 の 結 果 、0 4 0 3 株 は グ ラ ム
染 色 陰 性 、 桿 菌 、 運 動 性 、 カ タ ラ ー ゼ 反 応 陽 性 、 オ キ シ ダ ー
ゼ 反 応 陽 性 等 の 性 状 を 示 し た 。 A P I シ ス テ ム を 使 っ た 生 理 学
的 性 状 試 験 の 結 果 、A D H、G L U a、G N Ta、C A P a、A D I a、M LTa、
C I Ta、 PA C a の 試 験 項 目 で 陽 性 な ど の 性 状 を 示 し た 。  
以 下 F i g . 3 . 1 . 3 .に W U - 0 4 0 3 株 の グ ラ ム 染 色 像 を 示 す 。  
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F i g . 3 . 1 . 3 .  W U - 0 4 0 3 株 の グ ラ ム 染 色 像  
 
 
3 . 2  1 6 S  r D N A の 塩 基 配 列 の 相 同 性  
 
ゲ ノ ム D N A の 抽 出 に は I n s t a G e n e  M a t r i x  ( B I O  R A D ,  C A ,  
U S A )を 使 用 し ,操 作 は B I O  R A D 社 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ た 。
抽 出 し た ゲ ノ ム D N A を 鋳 型 と し て 、P C R に よ る 1 6 S  R i b o s o m a l  
R N A 遺 伝 子 ( 1 6 S  r D N A )の 全 塩 基 配 列 1 5 0 0～ 1 6 0 0  b p の 領 域 を
増 幅 し た 。 そ の 後 、 増 幅 さ れ た 1 6 S  r D N A を シ ー ケ ン シ ン グ
し 、検 体 の 1 6 S  r D N A 塩 基 配 列 を 得 た 。P C R に は A m p l i Ta q  G o l d  
P C R  M a s t e r  M i x  ( A p p l i e d  B i o s y s t e m s ,  C A ,  U S A )と プ ラ イ マ ー
9 F 及 び 1 5 1 0 R を 使 用 し た 。 サ イ ク ル シ ー ク エ ン ス に は A B I  
P r i s m  B i g D y e  Te r m i n a t o r  v 3 . 1  K i t  ( A p p l i e d  B i o s y s t e m s ,  C A ,  
U S A )と シ ー ク エ ン ス プ ラ イ マ ー 8 種 を 使 用 し た 。 サ ー マ ル サ
イ ク ラ ー に は G e n e A m p  P C R  S y s t e m  9 6 0 0  ( A p p l i e d  B i o s y s t e m s ,  
C A ,  U S A )、 D N A シ ー ケ ン サ ー に は A B I  P R I S M  3 1 0 0  D N A 
S e q u e n c e r  ( A p p l i e d  B i o s y s t e m s ,  C A ,  U S A )を 使 用 し 、 得 ら れ た
塩 基 配 列 断 片 の 結 合 に は A u t o A s s e m b l e r  2 . 1  ( A p p l i e d  
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B i o s y s t e m s ,  C A ,  U S A )を 使 用 し た 。 な お 、 P C R か ら サ イ ク ル
シ ー ク エ ン ス ま で の 基 本 的 操 作 は 各 キ ッ ト の プ ロ ト コ ー ル に
従 っ た 。  
塩 基 配 列 解 析 で は 、 2 種 類 の 塩 基 配 列 デ ー タ ベ ー ス に 対 し
相 同 性 検 索 を 実 施 し た 。 ま た 、 得 ら れ た 配 列 を 基 に 分 子 系 統
樹 を 推 定 し た 。  
ま ず 、 解 析 ソ フ ト ウ ェ ア と し て M i c r o S e q  M i c r o b i a l  
I d e n t i f i c a t i o n  S y s t e m  S o f t w a r e  V. 1 . 4 . 1  ( A p p l i e d  B i o s y s t e m s ,  C A ,  
U S A )を 使 用 し 塩 基 配 列 を 解 析 し た 。相 同 性 検 索 を 行 う 際 の 対
象 デ ー ダ ベ ー ス に は M i c r o S e q  B a c t e r i a l  F u l l  G e n e  L i b r a r y  
v. 0 0 0 1  ( A p p l i e d  B i o s y s t e m s ,  C A ,  U S A )を 使 用 し た 。 具 体 的 に
は 、B L A S T を 用 い て 上 記 デ ー タ ベ ー ス に 対 し 相 同 性 検 索 を 実
施 し 、相 同 率 が 上 位 1 0 位 ま で の 配 列 を 取 得 し た 。そ の 後 、検
体 の 1 6 S  r D N A 塩 基 配 列 と 検 索 さ れ た 上 位 1 0 配 列 を 用 い て 近
隣 結 合 法 に よ り 分 子 系 統 樹 を 推 定 し た 。  
次 に 、よ り 多 く の 情 報 を 得 る た め 国 際 塩 基 配 列 デ ー タ ベ ー
ス（ G e n B a n k / D D B J / E M B L）に 対 し 相 同 性 検 索 を 実 施 し た 。具
体 的 に は 、 米 国 N C B I  ( N a t i o n a l  C e n t e r  f o r  B i o t e c h n o l o g y  
I n f o r m a t i o n ,  h t t p : / / w w w. n c b i . n l m . n i h . g o v / )が 提 供 す る オ ン ラ
イ ン サ ー ビ ス よ り 、B L A S Tを も ち い て 国 際 塩 基 配 列 デ ー タ ベ
ー ス に 対 し て 相 同 性 検 索 を 実 施 し た 。 相 同 性 検 索 で は 相 同 率
が 上 位 2 0 位 ま で の 配 列 に つ い て デ ー タ を 取 得 し た 。  
 
3 . 2 . 1  W U - 0 4 0 2 株  
M i c r o S e q  B a c t e r i a l  F u l l  G e n e  L i b r a r y に 対 す る 相 同 性 検 索 の
結 果 、 0 4 0 2 株 の 1 6 S  r D N A 塩 基 配 列 は 相 同 率 9 7 . 6 4 %で
A r t h ro b a c t e r  p a s c e n s の 1 6 S  r D N A に 対 し 最 も 高 い 相 同 性 を 示
し た 。分 子 系 統 樹 上 で は W U - 0 4 0 2 株 の 1 6 S  r D N A は 単 独 で 枝
を 形 成 し た が 、A r t h ro b a c t e r の 1 6 S  r D N A が 形 成 す る ク ラ ス タ
ー 内 に 含 ま れ た 。 国 際 塩 基 配 列 デ ー タ ベ ー ス に 対 す る 相 同 性
 45
検 索 の 結 果 、 W U - 0 4 0 2 株 の 1 6 S  r D N A は 相 同 率 9 8 . 9 %で
A . p a s c e n s  D S M  2 0 5 4 5 株（ 基 準 株 ）の 1 6 S  r D N A に 対 し て 最 も
高 い 相 同 性 を 示 し た 。 ま た 、 A . r a m o s u s  D S M  2 0 5 4 6 株 （ 基 準
株 ） の 1 6 S  r D N A に 対 し て も 、 相 同 率 9 8 . 9 %の 相 同 性 を 示 し
た 。  
 
3 . 2 . 2  W U - 0 4 0 3 株  
M i c r o S e q  B a c t e r i a l  F u l l  G e n e  L i b r a r y に 対 す る 相 同 性 検 索 の
結 果 、 0 4 0 3 株 の 1 6 S  r D N A 塩 基 配 列 は 相 同 率 9 9 . 7 8 %で
A r t h ro b a c t e r  p a s c e n s の 1 6 S  r D N A に 対 し 最 も 高 い 相 同 性 を 示
し た 。 ま た 、 分 子 系 統 樹 上 で も W U - 0 4 0 3 株 の 1 6 S  r D N A は
P. n i t ro re d u c e s の 1 6 S  r D N A と ク ラ ス タ ー を 形 成 し た 。 国 際 塩
基 配 列 デ ー タ ベ ー ス に 対 す る 相 同 性 検 索 の 結 果 、W U - 0 4 0 3 株
の 1 6 S  r D N A は 相 同 率 9 9 . 9 %で P s e u d o m o n a s  s p .  WA I - 2 1 株 の
1 6 S  r D N A に 対 し 最 も 高 い 相 同 性 を 示 し た 。ま た 、上 位 に 検 索
さ れ た 配 列 の ほ と ん ど は P s e u d o m o n a s 由 来 の 1 6 S  r D N A が占
め ま し た 。  
 
3 . 3  総 合 見 解 と 同 定  
 
3 . 3 . 1  W U - 0 4 0 2 株  
 
W U - 0 4 0 2 株 が 示 す グ ラ ム 染 色 陽 性 、 r o d - c o c c u s  c y c l e、カ タ
ラ ー ゼ 反 応 陽 性 、 オ キ シ ダ ー ゼ 反 応 陰 性 な ど の 性 状 は
c o r y n e f o r m  b a c t e r i a の 記 載 と 一 致 し た 。 ま た 、 W U - 0 4 0 2 株の
1 6 S  r D N A は c o r y n e f o r m  b a c t e r i a の 中 で も 特 に A . p a s c e n s の 1 6 S  
r D N A に 対 し 最 も 高 い 相 同 性 を 示 し た 。 こ れ ら の こ と か ら
W U - 0 4 0 2 株 が A . p a s c e n s に 貴 族 す る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 た
だ し 、2 つ の 塩 基 配 列 は 完 全 に は 一 致 し て お ら ず W U - 0 4 0 2 株
が A . p a s c e n s に 近 縁 で あ る も の の 系 統 的 に 異 な る 菌 株 で あ る
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可 能 性 も 否 定 で き な い 。 ま た 、 A . p a s c e n s 以 外 に も W U - 0 4 0 2
株 の 1 6 S  r D N A が 近 似 の 相 同 率 を 示 す 1 6 S  r D N A（ A . g l o b i f o r m i s
や A . r a m o s u s） が 検 索 さ れ て お り 、 現 時 点 で は こ れ ら の 種 へ
の 帰 属 ま た は 近 縁 性 も 否 定 で き な い 。  
こ れ を 分 類 学 的 に 判 断 す る た め に は 検 体 と 当 該 基 準 株
（ A . p a s c e n s  ,  A . g l o b i f o r m i s ,  A . r a m o s u s） と の 間 で D N A - D N A
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 実 施 し D N A - D N A 相 同 値 を 比 較 す
る こ と が 必 要 と な る 。 一 般 に 対 称 基 準 株 に 対 し D N A - D N A 相
同 値 の 比 較 で 7 0 %以 上 の 相 同 値 を 示 す 菌 株 は そ の 基 準 株 が 代
表 す る 種 に 含 ま れ る と 考 え ら れ る 。 な お 、 今 回 の 解 析 で は
W U - 0 4 0 2 株 と A . r a m o s u s の 比 較 は 相 同 率 の み で あ り 、W U - 0 4 0 2
株 と 近 縁 菌 群 と の 系 統 関 係 を 示 す 情 報 が 不 充 分 と 考 え ら れ る 。
よ り 慎 重 な 帰 属 分 類 群 の 推 定 を 行 う た め に は 、 A r t h ro b a c t e r
に 属 す る 多 く の 種 か ら 1 6 S  r D N A 塩 基 配 列 を 取 得 し 、W U - 0 4 0 2
株 と 近 縁 菌 種 に つ い て 別 途 系 統 解 析 を 行 う こ と が 望 ま し い と
考 え ら れ る 。  
よ っ て 現 時 点 で は W U - 0 4 0 2 株 を A r t h ro b a c t e r  s p .と す る こ
と が 妥 当 と 考 え ら れ る 。  
 
3 . 3 . 2  W U - 0 4 0 3 株  
 
W U - 0 4 0 3 株 が 示 す グ ラ ム 染 色 陽 性 、桿 菌 、運 動 性 、カ タ ラ
ー ゼ 反 応 陽 性 、 オ キ シ ダ ー ゼ 反 応 陰 性 、 非 発 酵 性 な ど の 性 状
は P s e u d o m o n a s 等 の グ ラ ム 陰 性 桿 菌 の 記 載 と 類 似 し た 。ま た、
W U - 0 4 0 2 株 の 1 6 S  r D N A は グ ラ ム 陰 性 菌 の 中 で も 特 に
P. n i t ro re d u c e n s の 1 6 S  r D N A に 対 し 最 も 高 い 相 同 性 を 示 し た 。
こ れ ら の こ と か ら W U - 0 4 0 3 株 の P. n i t ro re d u c e n s へ の 帰 属 が 示
唆 さ れ る 。 た だ し 、 本 種 に つ い て は 硝 酸 還 元 能 や 蛍 光 色 素 産
生 が 記 載 さ れ て い る が 今 回 の 試 験 で こ れ ら の 性 状 は 観 察 て れ
な か っ た 。ま た W U - 0 4 0 2 株 と P. n i t ro re d u c e n s の 1 6 S  r D N A 塩
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基 配 列 は 完 全 に は 一 致 し て お ら ず W U - 0 4 0 3 株 が
P. n i t ro re d u c e n s に 近 縁 で あ る も の の 系 統 的 に 異 な る 菌 株 で あ
る 可 能 性 も 否 定 で き な い 。W U - 0 4 0 3 株 と P. n i t ro re d u c e n s に つ
い て 種 の 異 同 を 分 類 学 的 に 判 断 す る た め に は W U - 0 4 0 3 株 と
P. n i t ro re d u c e n s 基 準 株 と の 間 で D N A - D N A 相 同 値 を 比 較 す る
必 要 が あ る 。  
現 時 点 で は W U - 0 4 0 3 株 を P s e u d o m o n a s  s p .と す る こ と が 妥
当 と 考 え ら れ る 。  
 
3 . 4  結 論  
 
 菌 株 の 同 定 機 関（ N C I B M  J a p a n）お よ び 自 身 に よ る 1 6 S  r D N A
相 同 性 検 索 に よ り 、 取 得 し た H P 脱 炭 酸 微 生 物 は そ れ ぞ れ
A r t h ro b a c t e r  s p . ( W U - 0 4 0 2 ) 、 P s e u d o m o n a s  s p . ( W U - 0 4 0 3 ) 、
A c i n e t o b a c t e r  s p . ( W U - 0 4 0 4 )の 3 種 類 の 菌 株 に 分 類 で き る と 考
え ら れ る 。 分 類 学 的 な よ り 詳 細 な 分 類 に つ い て は 、 今 後 近 縁
種 と の D N A - D N A の 相 同 値 を 比 較 す る 必 要 で あ る と 考 え ら れ
る 。  
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第 4 章  3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 脱 炭 酸 反 応 の 検 討  
 
第 一 段 階 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、H B を 経 由 し て 非 酸 化 的
に H P か ら 脱 炭 酸 す る 能 力 を 有 す る 微 生 物 を 3 株 （ W U - 0 4 0 2
～ 0 4 0 4） 取 得 し た 。 こ れ ら の 候 補 株 の 有 す る H P の 非 酸 化 的
脱 炭 酸 能 力 の 新 規 性 等 を 考 慮 し 、H P 脱 炭 酸 反 応 の 諸 性 質 の 検
討 を 行 っ た 。  
 
4 . 1  脱 炭 酸 反 応 の 経 時 変 化 ・ 定 量 的 分 析  
 
取 得 し た H P の 脱 炭 酸 反 応 を 定 量 的 に 取 り 扱 い 、 そ の 基 質
お よ び 生 成 物 の 量 的 関 係 を 明 ら か に す る こ と が で き れ ば 、H P
の 脱 炭 酸 能 力 を 確 証 づ け る こ と が で き る で あ ろ う と 考 え 、 休
止 菌 体 反 応 に よ る 脱 炭 酸 反 応 に つ い て H P L C 分 析 に よ っ て 定
量 的 に 分 析 を 行 う こ と と し た 。  
 
4 . 1 . 1  実 験 操 作  
 
実 験 操 作 は 2 . 5 . 2 に 示 さ れ た 休 止 菌 体 反 応 の 操 作 方 法 に 従
い 、休 止 菌 体 懸 濁 液 を 調 整 し 、基 質 で あ る H P を 5  m M 加 え 、
3 0℃ , 1 2 0  r p m で 反 応 を 行 っ た 。 そ れ ぞ れ の 反 応 液 を 1  h ごと
に 、 遠 心 分 離 し た 上 澄 み に つ い て T L C 分 析 、 H P L C 分 析 を 行
っ た 。H P L C 分 析 の 結 果 に つ い て は 作 製 し た H P お よ び H B の
検 量 線 （ F i g . 2 . 3 . 7 .、 2 . 3 . 8 .） よ り そ の 減 少 量 、 生 成 量 を 算 出
し た 。  
 
4 . 1 . 2  実 験 結 果 お よ び 考 察  
 
①  W U - 0 4 0 2 株  
 W U - 0 4 0 2 株 の 休 止 菌 体 反 応 液 の 約 1  h ご と の T L C 分 析 結 果
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を F i g . 4 . 1 . 1 .に 示 す 。ま た 、H P L C 分 析 の 結 果 を F i g . 4 . 1 . 2 .に 示
す 。  
 
 
H B→  
H P→  
0   1   2   3   4   5  6   8  1 0  2 4  /  h  
F i g . 4 . 1 . 1 .  W U - 0 4 0 2 株 に よ る 脱 炭 酸 反 応 T L C 分 析 結 果  
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F i g . 4 . 1 . 2 .  W U - 0 4 0 2 株 に よ る 脱 炭 酸 反 応 H P L C 分 析 結 果  
● : H P  ,□ : H B  
 
こ れ ら の 結 果 よ り 、 W U - 0 4 0 2 株 は 8  h 経 過 後 に は H P が ほ
ぼ な く な り 、同 じ く 8  h 経 過 後 に H B の 生 成 量 が 最 高 の 約 5 . 7 5  
m M と な っ た 。以 上 の こ と か ら 、6 . 4 7  m M の H P か ら 最 高 5 . 7 5  
m M の H B が 生 成 し 、 モ ル 変 換 率 は 8 8 . 9 %と 算 出 さ れ た 。  
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②  W U - 0 4 0 3 株  
W U - 0 4 0 3 株 の 休 止 菌 体 反 応 液 の 1  h ご と の T L C 分 析 結 果 を
F i g . 4 . 1 . 3 .に 示 す 。ま た 、H P L C 分 析 の 結 果 を F i g . 4 . 1 . 4 .に 示 す 。  
 
 
H B→  
H P→  
0   1   2   3   4   5   6   7   8   9   1 0  11  2 4  /  h   
F i g . 4 . 1 . 3 .  W U - 0 4 0 3 株 に よ る 脱 炭 酸 反 応 T L C 分 析 結 果  
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F i g . 4 . 1 . 4 .  W U - 0 4 0 3 株 に よ る 脱 炭 酸 反 応 H P L C 分 析 結 果  
● : H P  ,□ : H B  
 
こ れ ら の 結 果 よ り 、W U - 0 4 0 3 株 は 1 0  h 経 過 後 に は H P が ほ
ぼ な く な り 、同 じ く 1 0  h 経 過 後 に H B の 生 成 量 が 最 高 の 5 . 4 6  
m M と な っ た 。以 上 の こ と か ら 、6 . 1 0  m M の H P か ら 最 高 5 . 4 6  
m M の H B が 生 成 し 、モ ル 変 換 率 は 8 9 . 5 %と 算 出 さ れ た 。し か
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し 、W U - 0 4 0 3 株 に つ い て は 、 1 0  h 以 降 の 測 定 を 行 わ な か っ た
時 間 帯 に H B 生 成 量 が 最 大 値 に な っ て い た だ ろ う こ と が 予 測
さ れ る 。 そ の た め 、 こ れ ら の 値 は あ く ま で 測 定 で き た 範 囲 内
の も の と な り 、 実 際 の 最 大 生 成 量 や 変 換 率 は よ り 大 き な 値 に
な る も の と 考 え ら れ る 。  
 
③  W U - 0 4 0 4 株  
W U - 0 4 0 4 株 の 休 止 菌 体 反 応 液 の 1  h ご と の T L C 分 析 結 果 を
F i g . 4 . 1 . 5 .に 示 す 。ま た 、H P L C 分 析 の 結 果 を F i g . 4 . 1 . 6 .に 示 す 。  
 
 
H B→  
H P→  
0   1   2   3   4   6   7   8  2 4  /  h  
F i g . 4 . 1 . 5 .  W U - 0 4 0 4 株 に よ る 脱 炭 酸 反 応 T L C 分 析
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F i g . 4 . 1 . 6 .  W U - 0 4 0 4 株 に よ る 脱 炭 酸 反 応 H P L C 分 析 結 果  
●  : H P  ,□ : H B  
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 こ れ ら の 結 果 よ り 、 W U - 0 4 0 4 株 は 4  h 経 過 後 に は H P が ほ
ぼ な く な り 、2  h 経 過 後 に H B の 生 成 量 が 最 高 の 約 4 . 11  m M と
な り 、 7  h 経 過 後 に は 生 成 し た H B が ほ ぼ 全 て 分 解 さ れ て い
る こ と が わ か る 。 以 上 の こ と か ら 、 4 . 9 9 m M の H P か ら 最 高
4 . 11  m M の H B が 生 成 し 、 モ ル 変 換 率 は 8 2 . 4 %と 算 出 さ れ た 。 
以 上 の 結 果 か ら 、 ど の 菌 株 に お い て も H P が H B へ と 変 化
し て い く 経 時 変 化 の 様 子 が 定 量 的 に 観 察 で き た 。 ど の 菌 株 に
お い て も 8 0％ 以 上 の 高 い 変 換 率 を 示 し て い る こ と が わ か る 。
各 時 間 の 濃 度 の 値 に つ い て は 、 H P L C 分 析 の ピ ー ク の 面 積 を
F i g . 2 . 3 . 7 .、 2 . 3 . 8 .の 検 量 線 の 式 を 用 い て 算 出 し た の だ が 、 基
質 で あ る H P や H B の ピ ー ク に 他 の 代 謝 産 物 の ピ ー ク が 重 な
っ た 場 合 に も 、 そ の 合 計 の 面 積 で そ の ま ま 計 算 を 行 っ た た め
に H B の 生 成 量 が 実 際 よ り も 大 き く 算 出 さ れ て し ま っ た 可 能
性 も 考 え ら れ な く は な い 。 こ う い っ た こ と に つ い て は 、 他 の
代 謝 産 物 と 重 な ら な い よ う な 展 開 溶 媒 を 検 討 す る な ど 、 よ り
正 確 な H P L C 分 析 に よ る 定 量 分 析 の 検 討 を 行 う こ と に よ っ て 、
さ ら に 正 確 な 結 果 を 出 す こ と が で き る で あ ろ う と 考 え ら れ る 。
T L C 分 析 と H P L C 分 析 の 結 果 に 違 い が あ る 場 合 も 、 H P L C 分
析 の 精 度 を 上 げ る こ と で 解 消 さ れ る の で は な い か と 考 え ら れ
る 。  
反 応 時 間 に つ い て は 、 W U - 0 4 0 4 株 が 最 も 早 く 、 2  h で ほ ぼ
H P を H B に 変 換 し た と 考 え ら れ る 。ま た 、W U - 0 4 0 3 株 に よ る
反 応 が 最 も 遅 く 、 1 0  h 以 上 の 時 間 を 要 し て い る こ と が わ か っ
た 。  
 
4 . 2  培 養 時 間 に よ る 活 性 の 変 化  
 
第 一 段 階 の ス ク リ ー ニ ン グ の 際 に 、 得 ら れ た 微 生 物 の 脱 炭
酸 反 応 の 活 性 が 培 養 時 間 に よ っ て 現 れ た り な く 消 え た り す る
 53
こ と が あ っ た 。 こ の こ と か ら 、 休 止 菌 体 反 応 に お け る 培 養 に
つ い て も 、 そ の 培 養 時 間 に よ っ て 休 止 菌 体 反 応 時 の 脱 炭 酸 活
性 が 変 化 す る の で は な い か と 考 え ら れ る 。 そ こ で 、 休 止 菌 体
懸 濁 液 を 作 成 す る 際 の 本 培 養 の 培 養 時 間 を 変 化 さ せ 、 そ の 時
間 ご と に 休 止 菌 体 反 応 を 行 い 、脱 炭 酸 活 性 の 変 化 を 観 察 し た 。 
以 下 に 示 す 結 果 は 、 W U - 0 4 0 2 株 を 用 い た も の で あ る が 、
W U - 0 4 0 3、 W U - 0 4 0 4 株 に つ い て も 同 様 の 結 果 を 得 た 。  
 
4 . 2 . 1  実 験 操 作  
ま ず 取 得 し た W U - 0 4 0 2、 W U - 0 4 0 3、W U - 0 4 0 4 株 に つ い て 本
培 養 時 の 生 育 曲 線 を 作 成 し た 。 実 験 操 作 は 2 . 5 . 2 に 示 し た 操
作 に 従 い 、 本 培 養 の 段 階 で 植 菌 後 か ら 約 3  hご と に 培 養 液 の
O D 6 6 0 を 計 測 し た 。 次 に 、 そ の 生 育 状 況 に よ る 活 性 の 違 い を
見 る た め に 、 対 数 増 殖 期 中 期 、 後 期 、 定 常 期 の 三 点 に つ い て
休 止 菌 体 反 応 を 行 っ た 。 休 止 菌 体 反 応 条 件 に つ い て は 2 . 5 . 2
に 示 し た 通 り で あ る 。  
 
4 . 2 . 2  実 験 結 果 お よ び 考 察  
 
F i g . 4 . 2 . 1 .に W U - 0 4 0 2 株 の 生 育 曲 線 を 示 す 。  
F i g . 4 . 2 . 1 .   W U - 0 4
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 F i g . 4 . 2 . 2 .に そ れ ぞ れ の 2  h 経 過 後 の 反 応 液 の T L C 分 析 結 果
を 示 す 。 ま た 、 F i g . 4 . 2 . 3 .に 2 4  h 反 応 後 の T L C 分 析 結 果 を 示
す 。  
 
     
①       ②        ③  
F i g . 4 . 2 . 2 .  2  h 反 応 後 T L C 分 析 結 果  
 
 
     
F i g . 4 . 2 . 3 .  2 4  h 反 応 後 T L C 分 析 結 果  
 
 
 
H B→
H B→
H B→  H P→
H P→H P→  
1 2 31 2 3 1 2 3
① ： 対 数 増 殖 期 中 期  ② ： 対 数 増 殖 期 後 期  ③ ： 定 常 期  
H B→
H B→
H B→  
H P→H P→H P→  
1 2 31 2 31 2 3
① ： 対 数 増 殖 期 中 期  ② ： 対 数 増 殖 期 後 期  ③ ： 定 常 期  
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ま ず F i g . 4 . 2 . 2 .を 見 る と こ の 2  h 経 過 後 の 段 階 で 脱 炭 酸 活 性
は 全 て に お い て 確 認 で き る こ と が わ か る 。 対 数 増 殖 期 中 期 、
定 常 期 の サ ン プ ル に つ い て は す で に ほ と ん ど の H P が H B に
変 化 し て い る こ と が わ か る 。  
ま た 、 F i g . 4 . 2 . 3 .を 見 る と 、そ れ ぞ れ の 時 間 経 過 に よ る 反 応
の 差 が よ く わ か る よ う に な っ て い る 。 対 数 増 殖 期 前 期 の も の
で は H P が 変 化 し た H B が 完 全 に 分 解 さ れ て な く な っ て い る
の が わ か る 。 対 数 増 殖 期 後 期 の も の は H B が ま だ 多 く 残 っ て
い る 。 そ し て 、 定 常 期 の も の に 関 し て は 、 H B は ま だ 残 っ て
は い る が 対 数 増 殖 期 後 期 の も の よ り は 分 解 が 進 ん で い る こ と
が わ か る 。  
こ れ ら の こ と か ら 、 対 数 増 殖 期 後 期 の 菌 体 は 目 的 の 可 逆 的
脱 炭 酸 反 応 の 部 分 が 強 く 、 そ の 後 の 代 謝 反 応 が 弱 い と 考 え ら
れ る 。  
W U - 0 4 0 3 株 、W U - 0 4 0 4 株 に つ い て も 生 育 時 間 は 違 う も の の 、
ほ ぼ 同 様 の 結 果 を 得 た 。  
以 上 の こ と か ら 、 対 数 増 殖 後 期 の 生 育 状 態 の 菌 体 を 用 い て
休 止 菌 体 反 応 を 行 い 、 炭 酸 固 定 反 応 を 試 み る こ と で 炭 酸 固 定
活 性 を 確 認 で き る 可 能 性 が 高 く な る の で は な い か と 考 え ら れ
る 。  
 
4 . 3  基 質 特 異 性 の 検 討  
 
取 得 し た 候 補 株 に よ る H P 脱 炭 酸 反 応 は 、 H P か ら H B のみ
を 生 成 す る 。こ の こ と か ら H P に 対 し て 特 異 的 な 位 置 選 択 性 、
す な わ ち 反 応 特 異 性 を も っ て い る こ と が 示 唆 さ れ る が 、 次 に
こ の H P 脱 炭 酸 反 応 に 関 与 す る 酵 素 が 、H P 以 外 の カ ル ボ キ シ
ル 基 を 含 む フ ェ ノ ー ル 性 化 合 物 に 対 し て 脱 炭 酸 反 応 を 触 媒 す
る か ど う か 、 と い う 観 点 か ら 基 質 特 異 性 の 検 討 を 試 み た 。  
以 下 の 1 0 種 類 の 化 合 物 に つ い て 休 止 菌 体 反 応 に よ り 脱 炭
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酸 反 応 の 検 討 を 行 っ た 。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
OH
HOOC
OH
OH
HOOC OHHOOC
OH
HOOC OH
OH
HOOC
2 , 3 - ジ ヒ ド ロ キ シ
安 息 香 酸  
p -ヒ ド ロ キ シ  
安 息 香 酸
m -ヒ ド ロ キ シ  
安 息 香 酸  
サ ル チ ル 酸  プ ロ ト カ テ ク 酸  
HOOC OH
OH
HOOC OH
HO OCH3
HOOC OH
OH
HOOC
HO
COOH
HOOC OH
2 -ヒ ド ロ キ シ  
イ ソ フ タ ル 酸  
α -レ ゾ ル シ ン 酸  β -レ ゾ ル シ ン 酸  γ -レ ゾ ル シ ン 酸  バ ニ リ ン 酸
4 . 3 . 1  実 験 操 作  
 
 休 止 菌 体 反 応 に つ い て は 2 . 5 . 2 に 示 す 方 法 に 従 っ て 調 整 し
た 休 止 菌 体 懸 濁 液 に そ れ ぞ れ の 基 質 の 初 発 濃 度 が 5  m M とな
る よ う に 設 定 し 、 3 0℃ , 1 2 0  r p m で 反 応 を 行 っ た 。  
 
4 . 3 . 2  実 験 結 果 お よ び 考 察  
 
既 得 の W U - 0 4 0 2、W U - 0 4 0 3、W U - 0 4 0 4 株 に つ い て 休 止 菌 体
反 応 に よ る 前 述 の よ う な 種 々 の フ ェ ノ ー ル 化 合 物 に 対 す る 脱
炭 酸 活 性 の 検 討 を 行 っ た 。 F i g . 4 . 3 . 1 .に W U - 0 4 0 2 株 の 2 4  h 反
応 後 の T L C 分 析 結 果 を 示 す 。W U - 0 3 0 4、W U - 0 4 0 4 株 に つ い て
も 同 様 の 結 果 を 得 た 。 結 果 と し て 、 基 質 そ の も の 以 外 に は 新
規 な ス ポ ッ ト は 検 出 さ れ な か っ た 。 L a n e 8 , 9 の β -レ ゾ ル シ ン
酸 、γ -レ ゾ ル シ ン 酸 反 応 液 に つ い て は 脱 炭 酸 後 の 基 質 で あ る
レ ゾ ル シ ノ ー ル の 位 置 に ス ポ ッ ト が 見 ら れ る が 、 こ れ は 反 応
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0  h の T L C 分 析 の 際 に も 現 れ て い る た め 、 も と も と 基 質 に 含
ま れ て い た も の で あ る と 考 え ら れ る 。  
 
 
 
F i g . 4 . 3 . 1 .  各 種 フ ェ ノ ー ル 化 合 物 に 対 す る 脱 炭 酸 反 応 の 検 討  
1   2   3   4   5   6   7   8   9   1 0  11  1 2  1 3  1 4  
L a n e 1 :  m -ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 反 応 液 L a n e 2 :  p -ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 反 応 液
L a n e 3 :フ ェ ノ ー ル  5  m M  L a n e 4 :プ ロ ト カ テ ク 酸 反 応 液  L a n e 5 :  2 , 3 -ジ ヒ ド ロ
キ シ 安 息 香 酸 反 応 液 L a n e 6 :  カ テ コ ー ル 5  m M  L a n e 7 :α -レ ゾ ル シ ン 酸 反 応 液
L a n e 8 :β -レ ゾ ル シ ン 酸 反 応 液  L a n e 9 :γ -レ ゾ ル シ ン 酸 反 応 液  L a n e 1 0 :  レ ゾ
ル シ ノ ー ル 5  m M  L a n e 1 1 :  2 -ヒ ド ロ キ シ イ ソ フ タ ル 酸 反 応 液 L a n e 1 2 :サ リ チ
ル 酸 5  m M  L a n e 1 3 :バ ニ リ ン 酸 反 応 液  L a n e 1 4 :メ チ ル フ ェ ノ ー ル 5  m M  
 
ま た 、 H P L C 分 析 に よ っ て 新 た な ピ ー ク が 出 現 し て い る も
の が い く つ か み ら れ た が 、 そ れ ぞ れ 脱 炭 酸 さ れ た 後 の 基 質 の
ピ ー ク で は な い 保 持 時 間 に 現 れ て い た 。 触 媒 す る 脱 炭 酸 反 応
は H P に 特 異 的 で あ る 、 と 考 え る こ と が で き る 。 た だ し 、 今
回 の 基 質 特 異 性 に つ い て は 、T L C、H P L C で 検 出 で き な い レ ベ
ル で の 合 成 反 応 が 起 こ っ て い る 可 能 性 は 否 定 で き な い 。  
得 ら れ た H P 脱 炭 酸 微 生 物 に よ る H P 脱 炭 酸 反 応 は 、 H P に
対 し て 特 異 的 に 脱 炭 酸 反 応 を 行 な う と い う 基 質 特 異 性 と 、H P
の C 2 の 炭 素 に つ く カ ル ボ キ シ ル 基 に 対 し て 脱 炭 酸 反 応 を 行
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い m -ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 を 生 成 す る と い う 反 応 特 異 性 と を
有 し て い る 、 と い う こ と が 予 想 さ れ る 。  
 
4 . 4  結 論  
 
第 一 段 階 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 取 得 し た 、H P を H B を 経
由 し て 非 酸 化 的 に H P か ら 脱 炭 酸 す る 能 力 を 有 す る 微 生 物 3
株 （ W U - 0 4 0 2～ 0 4 0 4） に つ い て 、 こ れ ら の 有 す る H P 脱 炭 酸
反 応 の 検 討 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 W U - 0 4 0 2 株 は H P の 2 位 の
炭 素 の カ ル ボ キ シ ル 基 の み を 特 異 的 に 脱 炭 酸 し 、 そ の 変 換 率
は 1 3 5 %で あ っ た 。 ま た W U - 0 3 0 4、 W U - 0 4 0 4 株 に つ い て も 基
質 特 異 性 は 同 様 で あ り 、 変 換 率 は W U - 0 4 0 3 株 が 8 0 . 1 %、
W U - 0 4 0 4 株 が 1 0 9 %で あ っ た 。 ま た 、 対 数 増 殖 期 後 期 の 菌 体
を 用 い た 休 止 菌 体 反 応 に お い て 、 最 も 脱 炭 酸 反 応 が 強 い と い
う 結 果 を 得 た 。  
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第 5 章  3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 代 謝 経 路 の 同 定  
 
当 研 究 室 に お い て 、既 に 非 酸 化 的 脱 炭 酸 反 応 に よ っ て 3 -ヒ
ド ロ キ シ フ タ ル 酸 を 位 置 選 択 的 に 脱 炭 酸 し 、 分 解 可 能 な 微 生
物 W U - 0 1 0 2～ 0 4 0 4 株 が 取 得 さ れ て い る 。本 微 生 物 が 生 産 す る
3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 脱 炭 酸 酵 素 は こ れ ま で に 報 告 が な く 、
3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 が m -ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 を 代 謝 中 間
体 と し て 経 由 す る 代 謝 経 路 は 、現 在 ま で に 報 告 さ れ て い な い 。
そ こ で 本 研 究 で は 、 3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 代 謝 経 路 の 同 定 を
行 っ た 。  
 
5 . 1  代 謝 産 物 の 経 時 変 化 測 定 （ 培 養 系 ）  
 
取 得 株 の 3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 代 謝 経 路 を 同 定 す る た め に 、
W U - 0 4 0 4 株 を 3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 を 唯 一 の 炭 素 源 と し て
含 む 培 地 で 培 養 し 、 そ の 培 養 液 を 時 間 経 過 ご と に 採 取 し 、 定
量 分 析 を 行 い 、 経 時 変 化 を 測 定 し た 。  
 
5 . 1 . 1  実 験 操 作  
 
W U - 0 4 0 4 株 の 前 培 養 お よ び 本 培 養 に 用 い た 培 地 の 組 成 を
以 下 に 示 す 。前 培 養 は 3 0℃ 、 1 2 0  r p m で 4 8  h 行 い 、本 培 養 は
3 0℃ 、 1 2 0  r p m で 2 4  h 行 っ た 。  
 
 
3 0℃ 、 1 2 0  r p m で 2  d a y 前 培 養  
 
3 0℃ 、 1 2 0  r p m で 1  d a y 本 培 養  
 
時 間 経 過 ご と に 2  m l ず つ 採 取  
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 熱 失 活      O D 測 定  
 
1 5 , 0 0 0  r p m  で 5  m i n 遠 心 分 離  
 
上 清 を フ ィ ル タ ー ろ 過         
 
H P L C 分 析  
 
H P L C 分 析 の 条 件 を 以 下 に 示 す 。  
カ ラ ム ； P u r e s i l  C 1 8（ M I L L I P O R E 社 製 ）  
移 動 相 ； メ タ ノ ー ル ： リ ン 酸 カ リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ 1 : 3）  
送 液 ； 0 . 8  m l  /  m i n  
カ ラ ム 温 度 ； 3 5℃  
検 出 方 法 ； U V 吸 収 波 長 2 7 0  n m  
 
5 . 1 . 2  実 験 結 果 お よ び 考 察  
 
 3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 を 唯 一 の 炭 素 源 と し た 培 養 系 に お け
る H P L C 分 析 に よ り 、 3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 の 減 少 お よ び m -
ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 の 生 成 は 確 認 で き た が 、 そ の 後 の 代 謝 産
物 の ピ ー ク は 検 出 さ れ な か っ た 。 こ れ は 培 養 系 に お い て m -
ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 以 降 の 代 謝 産 物 の 生 成 量 が 少 な か っ た こ
と と 、 各 物 質 の 代 謝 の 速 さ の 違 い に よ る も の と 考 え ら れ る 。  
 
5 . 2  代 謝 産 物 の 経 時 変 化 測 定 （ 休 止 菌 体 反 応 ）  
 
培 養 系 で の 代 謝 経 路 の 同 定 は 、 代 謝 産 物 の 生 成 量 が 少 な く
困 難 で あ っ た た め 、W U - 0 4 0 4 株 の 3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 を 基
質 と し た 休 止 菌 体 反 応 を 行 い 、 そ の 反 応 液 を 時 間 経 過 ご と に
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採 取 し 、 定 量 分 析 を 行 い 、 経 時 変 化 を 測 定 し た 。  
 
5 . 2 . 1  実 験 操 作  
 
 
3 0℃ 、 1 2 0  r p m で 2  d a y 前 培 養  
 
3 0℃ 、 1 2 0  r p m で 1  d a y 本 培 養  
 
8 , 0 0 0  r p m、 1 5  m i n、 4℃ の 遠 心 分 離 で 集 菌  
 
5 0  m M リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 ( p H  7 . 0 )を 用 い て 洗 菌  
 
ペ レ ッ ト を 5 0  m Mリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 ( p H  7 . 0 )で O D 6 6 0  1 0
に な る よ う に 懸 濁  
 
1 . 5  m l 容 チ ュ ー ブ に 9 0 0  µ l  
                                              5 0 m M  3 -ヒ ド ロ キ シ フ
タ ル 酸 1 0 0  µ l  
熱 失 活  
 
1 5 , 0 0 0  r p m  で 5  m i n 遠 心 分 離  
 
上 清 を フ ィ ル タ ー ろ 過         
 
H P L C 分 析  
 
 
5 . 2 . 2  実 験 結 果 お よ び 考 察  
休 止 菌 体 系 に お い て も 、 H P L C 分 析 に よ り 、 3 -ヒ ド ロ キ シ
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フ タ ル 酸 の 減 少 お よ び m -ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 の 生 成 は 確 認
で き た が 、 そ の 後 の 代 謝 産 物 の ピ ー ク は 検 出 さ れ な か っ た 。
こ れ は 培 養 系 と 同 様 に m -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 以 降 の 代 謝 産
物 の 生 成 量 が 少 な か っ た こ と と 、 各 物 質 の 代 謝 の 速 さ の 違 い
に よ る も の と 考 え ら れ る 。  
 
5 . 3  結 論  
 培 養 系 お よ び 休 止 菌 体 系 で の 代 謝 物 の 分 析 に お い て 、 顕 著
な 代 謝 物 は 同 定 で き な か っ た 。 こ れ は 、 W U - 0 4 0 4 株 の 3 - H P
の 分 解 お よ び 中 間 体 の 代 謝 が 早 い こ と を 示 し て い る 。 他 の 2
株 に つ い て は 、 3 - H P の 分 解 能 力 が W U - 0 4 0 4 株 に 比 べ る と 引
く こ と か ら 、 今 後 必 要 に 応 じ て 、 他 の 2 株 の 代 謝 物 の 解 析 を
行 う こ と が 有 効 と 考 え ら れ る 。  
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第 6 章  3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 脱 炭 酸 酵 素 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ
ン グ  
 
既 に 非 酸 化 的 脱 炭 酸 反 応 に よ っ て 3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 を
位 置 選 択 的 に 脱 炭 酸 し 、 分 解 可 能 な 微 生 物 W U - 0 1 0 2～ 0 4 0 4
株 が 取 得 し て い る 。本 微 生 物 が 生 産 す る 3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル
酸 脱 炭 酸 酵 素 は 新 規 な 代 謝 経 路 に よ り 3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸
を 分 解 可 能 で あ る 。 本 酵 素 の 遺 伝 情 報 を 取 得 す る こ と は 、 芳
香 族 化 合 物 の 代 謝 の 新 た な 知 見 を 得 る だ け で な く 、 本 研 究 の
目 的 で あ る 炭 酸 固 定 反 応 に よ る フ タ ル 酸 合 成 へ と 応 用 す る た
め に 非 常 に 有 用 で あ る 。  
 
6 . 1  実 験 方 法  
 
6 . 1 . 1  ゲ ノ ム 抽 出  
 
5 . 2 . 1 に 示 し た 目 的 の 3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 脱 炭 酸 酵 素 の 誘
導 条 件 に お い て W U - 0 4 0 4 株 を 培 養 し 、そ の 全 ゲ ノ ム を 抽 出 し
た 。ゲ ノ ム 抽 出 に は G e n o m i c  D N A B u f f e r  S e t ( Q I A G E N 社 )を用
い た 。  
 
3 0℃ 、 1 2 0  r p m で 2  d a y 前 培 養  
 
3 0℃ 、 1 2 0  r p m で 1  d a y 本 培 養  
 
8 , 0 0 0  r p m、 1 5  m i n、 4℃ の 遠 心 分 離 で 集 菌  
                 B u f f e r  B 1  1  m l  
ボ ル テ ッ ク ス  
                                                   リ
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ゾ チ ー ム ( 1 0 0  m g / 1 0 0  µ l )  2 0  µ l  
3 7℃ 、 3 0  m i n  
                  P r o t e a s e  K  4 5  µ l  
振 っ て 混 合  
 
3 7℃ 、 3 0  m i n  
                  B u f f e r  B 2  3 5 0  µ l  
ボ ル テ ッ ク ス 3 ~ 5  s  
 
5 0℃ 、 3 0  m i n  ＊  
 
G e n o m i c - t i p  2 0 / G を B u f f e r  Q B T を 2  m l で 平 衡 化  
＊ の 菌 体 液  
                B u f f e r  Q  3  m l  
T i p を 1 5  m l ス ピ ッ ツ 管 に 移 動  
                 B u f f e r  Q F  2  m l  
               I PA 1 . 4  m l  
転 倒 混 和 で ゲ ノ ム を 絡 ま せ る  
 
滅 菌 済 み パ ス ツ ー ル で ゲ ノ ム を 絡 め と る  
 
T E  B u f f e r  5 0  µ l に 溶 解  
 
ゲ ノ ム 溶 液  
 
6 . 1 . 2  P C R に よ る 内 部 配 列 取 得  
 
既 報 の 脱 炭 酸 酵 素 の 保 存 配 列 を も と に P C R プ ラ イ マ ー を
作 製 し 、 6 . 1 . 1 で 調 整 し た W U - 0 4 0 4 株 の 全 ゲ ノ ム 溶 液 を 鋳 型
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と し た P C R を 行 い 、3 H P 脱 炭 酸 酵 素 を コ ー ド す る 可 能 性 の あ
る 遺 伝 子 の 内 部 配 列 を 取 得 し た 。 な お 、 D N A 増 幅 機 は 、
i C y c l e r 5 8 2 B R（ B I O - R A D 社 製 ）を 用 い た 。塩 基 配 列 の 決 定 は
D Y E n a m i c  E T  Te r m i n a t o r  C y c l e  S e q u e n c i n g  K i t（ G E ヘ ル ス ケ
ア 社 ）を 利 用 し 、A B I  P r i s m３ １ ０（ ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ
ム ズ ） に よ っ て 行 っ た 。  
以 下 に 作 製 し た P C R プ ラ イ マ ー の 配 列 を 示 す 。  
 
セ ン ス プ ラ イ マ ー  5 ’ - G AY  G T I  C C I  K T I  TAY  Y T I  C AY  C C - 3 ’  
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー  5 ’ - Y T C  I C C  I A D  RT G  I C C  I A R  D AT  
I A - 3 ’  
 
反 応 液 組 成  
’全 ゲ ノ ム 溶 液  2  µ l  
1 0×B u f f e r  5  µ l  
d N T P M i x  4  µ l  
セ ン ス プ ラ イ マ ー ( 1 0 0  µM )  2  µ l  
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー ( 1 0 0  µM )  2  µ l  
M g C l 2 4  µ l  
r Ta q  D N A  P o l y m e r a s e  0 . 2 5  µ l  
d H 2 O  3 0 . 7 5  µ l  
To t a l  5 0  µ l  
  
P C R サ イ ク ル  
I n c u b a t i o n  9 5℃  3  m i n  
D e n a t u r a t i o n  9 5℃  3 0  s e c
A n n e a l i n g  5 1℃  3 0  s e c
E x t e n s i o n  7 2℃  1  m i n  
I n c u b a t i o n  7 2℃  1  m i n
3 5  
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 6 . 1 . 3  サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン  
 
W U - 0 4 0 4 株 の 全 ゲ ノ ム を 鋳 型 と し た I n v e r s e  P C R に よ り
3 H P 脱 炭 酸 酵 素 の 候 補 遺 伝 子 配 列 を 取 得 す る た め に 、 I n v e r s e  
P C R を 行 う 前 に W U - 0 4 0 4 株 の 全 ゲ ノ ム を 各 制 限 酵 素 で 消 化
し 、 調 製 し た プ ロ ー ブ と 適 当 長 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る も の を
調 べ た 。プ ロ ー ブ は 6 . 1 . 2 .で 取 得 し た 内 部 配 列 か ら 作 製 し た 。 
制 限 酵 素 は E c o R I、E c o RV、X h o I、N s i I、N d e I、S a c I、K p n I、
S p e I、 B a m H I、 X b a I、 S a l I、 P s t I、 S p h I、H i n dⅢ 、N h e I、 A g e I、
C l a I、 S s p I、 B a l I、 N r u I、 S c a I を 使 用 し た 。  
 
6 . 1 . 4  I n v e r s e  P C R  
 
 W U - 0 4 0 4 株 の 全 ゲ ノ ム を 鋳 型 と し た I n v e r s e  P C R に よ り
3 H P 脱 炭 酸 酵 素 の 候 補 遺 伝 子 配 列 を 取 得 し た 。I n v e r s e  P C R に
用 い る プ ラ イ マ ー は 、 ま ず 3 . 2 . 2 で 取 得 し た 3 H P 脱 炭 酸 酵 素
遺 伝 子 の 内 部 配 列 か ら 外 側 向 き に 作 製 し 、 そ の 後 さ ら に 取 得
し た 内 部 配 列 と 相 同 性 を 示 し た 機 能 未 知 タ ン パ ク 質 の 配 列 情
報 を 基 に 作 製 し た 。 な お 、 D N A 増 幅 機 は 、 i C y c l e r 5 8 2 B R
（ B I O - R A D 社 製 ）を 用 い た 。塩 基 配 列 の 決 定 は D Y E n a m i c  E T  
Te r m i n a t o r  C y c l e  S e q u e n c i n g  K i t（ G E ヘ ル ス ケ ア 社 ）を 利 用 し 、
A B I  P r i s m３ １ ０（ ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ ）に よ っ て 行
っ た 。 作 製 し た プ ラ イ マ ー を 以 下 に 示 す 。   
 
セ ン ス プ ラ イ マ ー 1   5 ’ - G C T  G G G  G C A T C G  A G A C C G  C AT  
C G C  A - 3 ’  
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー 1  5 ’ - C C T  G C G  G C T  G A A C C A G C G  
C AT  C G G  T- 3 ’  
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 セ ン ス プ ラ イ マ ー 2   5 ’ - G G G  T G C  A A G  TA C  AT G  G G C  A C G  
T C - 3 ’  
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー 2  5 ’ - G C G  C A C  G G T  A G T  C C C  T C A 
T C A G G A G - 3 ’  
 
・  I n v e r s e  P C R  
 
反 応 液 組 成  
W U - 0 4 0 4 ゲ ノ ム S a u 3 A I 消 化 物  1  µ l  
1 0×B u f f e r  5  µ l  
d N T P M i x  5  µ l  
セ ン ス プ ラ イ マ ー ( 1 0  µM )  2  µ l  
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー ( 1 0  µM )  2  µ l  
B l e n d  Ta q  D N A  P o l y m e r a s e  0 . 2 5  µ l  
d H 2 O  3 0 . 7 5  µ l  
To t a l  5 0  µ l  
  
P C R サ イ ク ル  
I n c u b a t i o n  9 5℃  3  m i n  
D e n a t u r a t i o n  9 5℃  3 0  s e c  
A n n e a l i n g  6 2℃  3 0  s e c  
E x t e n s i o n  7 2℃  7  m i n  
I n c u b a t i o n  7 2℃  1  m i n  
3 5  
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 ・  P C R  
反 応 液 組 成  
W U - 0 4 0 4 ゲ ノ ム  1  µ l  
1 0×B u f f e r  5  µ l  
d N T P M i x  5  µ l  
セ ン ス プ ラ イ マ ー ( 1 0  µM )  2  µ l  
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー ( 1 0  µM )  2  µ l  
B l e n d  Ta q  D N A  P o l y m e r a s e  0 . 5  µ l  
d H 2 O  3 4 . 5  µ l  
To t a l  5 0  µ l  
  
P C R サ イ ク ル  
I n c u b a t i o n  9 5℃  3  m i n  
D e n a t u r a t i o n  9 5℃  3 0  s e c
A n n e a l i n g  6 2℃  3 0  s e c
E x t e n s i o n  7 2℃  4  m i n  
I n c u b a t i o n  7 2℃  1  m i n
3 5  
 
 
6 . 1 . 5  組 換 え 大 腸 菌 の 作 製  
 
6 . 1 . 4 で ３ H P フ タ ル 酸 脱 炭 酸 酵 素 候 補 遺 伝 子 の 全 塩
を 決 定 後 、当 該 遺 伝 子 の 5 ’末 端 お よ び 3 ’末 端 付 近 の 配
と に し た プ ラ イ マ ー を 作 製 し 、W U - 0 4 0 4 株 の 全 ゲ ノ ム
と し た P C R を 行 い 、そ の 増 幅 断 片 を N c oⅠ お よ び H i n
い て 消 化 し た 後 、同 じ く N c oⅠ お よ び H i n dⅢ に よ り 消
後 B A P 処 理 し た p E T 2 1 - d ( + )ベ ク タ ー に 連 結 し 、組 換 え
ミ ド を 作 製 し た 。 本 組 換 え プ ラ ス ミ ド を エ レ ク ト ロ ポ
 69基 配 列
列 を も
を 鋳 型
dⅢ を 用
化 し た
プ ラ ス
レ ー シ
ョ ン に よ り E .  c o l i  B L 2 1 に 導 入 し 、 遺 伝 子 高 発 現 用 組 換 え 大
腸 菌 E . c o l i  B L 2 1 / p P D C を 作 製 し た 。ま た 、作 製 し た 組 換 え 大
腸 菌 に よ る 3 H P 脱 炭 酸 活 性 を 確 認 し た 。  
 
反 応 液 組 成  
W U - 0 4 0 4 溶 液  0 . 5  µ l  
1 0×K O D  p l u s  B u f f e r  5  µ l  
d N T P M i x  5  µ l  
セ ン ス プ ラ イ マ ー ( 1 0  µM )  2  µ l  
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー ( 1 0  µM ) 2  µ l  
M g S O 4 2  µ l  
K O D  p l u s  D N A  P o l y m e r a s e  1  µ l  
d H 2 O  3 2 . 5  µ l  
To t a l  5 0  µ l  
  
P C R サ イ ク ル  
I n c u b a t i o n  9 5℃  2  m i n  
D e n a t u r a t i o n  9 5℃  3 0  s e c  
A n n e a l i n g  6 3 . 5℃  3 0  s e c  
E x t e n s i o n  6 8℃  2  m i n  
I n c u b a t i o n  6 8℃  2  m i n  
3 0  
 
 
6 . 2  実 験 結 果 お よ び 考 察  
 
6 . 2 . 1  ク ロ ー ニ ン グ  
 
既 報 の 脱 炭 酸 酵 素 の 保 存 配 列 か ら 作 製 し た M i x プ ラ
を 用 い て W U - 0 4 0 4 株 か ら 抽 出 し た 全 ゲ ノ ム を 鋳 型
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と し た
P C R を 行 っ た 結 果 、約 2 0 0  b p の 増 幅 断 片 を 得 た 。得 ら れ た 増
幅 断 片 の 塩 基 配 列 を 基 に 作 製 し た プ ラ イ マ ー を 用 い て
I n v e r s e  P C R を 行 っ た 結 果 、 約 2 . 5  k b の 増 幅 産 物 を 取 得 し 、
塩 基 配 列 の 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、 既 報 の 脱 炭 酸 酵 素 と 相 同 性
を 示 し 、特 に R a l s t o n i a  e u t ro p h a  H 1 6 株 由 来 の 機 能 未 知 タ ン パ
ク 質 と 9 7％ の 相 同 性 を 示 す O R F の 3 ’末 端 を 含 む 部 分 配 列 が
存 在 し た 。そ こ で 、 R a l s t o n i a  e u t ro p h a  H 1 6 .株 由 来 の 機 能 未 知
タ ン パ ク 質 の 5 ’末 端 配 列 情 報 と I n v e r s e  P C R に よ る 増 幅 産 物
の 塩 基 配 列 情 報 を も と に プ ラ イ マ ー を 作 製 し 、W U - 0 4 0 4 株の
全 ゲ ノ ム を 鋳 型 と し た P C R を 行 っ た 結 果 、 約 5 0 0  b p の 増 幅
断 片 を 取 得 し た 。 得 ら れ た 増 幅 断 片 と I n v e r s e  P C R に よ る 増
幅 断 片 を 連 結 し た 塩 基 配 列 中 の O R F を 検 索 し た 結 果 、 3 2 1 個
の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 9 6 2  b p の O R F を 有 し て お り 、 こ の
推 定 分 子 量 は 約 3 5 . 2  k D a で あ っ た 。  
ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び 塩 基 配 列 を F i g .  6 . 2 . 1、 F i g .  6 . 2 . . 2 に 示
す 。  
 
E 
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性
R
p r
X
h
W
 AT G A C C A A A G T G A A G A A G AT C G C C C T C G A A G A G C AT T T C A
T G A C G C C G G G AT T C C A G G C C TAT T C C A A G G C G T T C A C G C A
G C ATAT C G AT C C G G C G G T G T T T G C C G A A C T G G G C C G C C G C
C T G G C C G AT T T C G A C G A G G A C C G C C T C G C C G A G AT G G A C
C G T G C C G G C AT C G A C AT C A C G G T G C T G T C G C A G A C C G G A
C C G G G C G T G C A G G G C G A G T C C G A C G C C G G C C T T G C C G T G
G C G C G G G C G C G C G A G A G C A AT G A C T T C C T G G C C G C G C A G
AT C G C A C G C C AT C C C A C G C G C T T T G C C G G C T T T G C C G C G C
T G C C C AT G C A A G A C C C G G A A C A G G C C G C G C G C G A G C T G G
A A C G C G C C G T G C G C G A G C T T G G C T T C A A G G G C T C G C T G G
T G A A C G G C C ATA C C C A C G G G C G C TA C TA C G A C G A C C C T G C
ATA C G AT G C T T T C T G G G A A C G C AT G C A G G C G C T G G A C G T G
C C C AT G TA C T T G C A C C C G A C C G AT G C G C T G G T T C A G C C G C
A G G T C C T G G C G G G C C A C C C C G A G C T G A C C G G C G C G G C G T
G G G G C T G G G G C AT C G A G A C C G C AT C G C AT G C G C T G C G G C
T G C T G T T C G G C G G C G T G T T C G A C C G C T T C C C G C G C C T G A A6 . 2 . 2
 
6 . 1 . 4
検 索
a l s t o
o t e i n
a n t h o
y d r o l
U - 0 
F i g . 6 . 2 . 2 .  B a s e  s e q u e n c e  o f  3 H P d e c a r b o x y l a s e   相 同 性  
で 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て B L A S T に よ り 相 同
を 行 っ た と こ ろ 、 機 能 未 知 の タ ン パ ク 質 に つ い て は 、
n i a  e u t r o p h a  H 1 6 株 由 来 の a m i d o h y d r o l a s e  f a m i l y  
、B o r d e t e l l a  b r o n c h i s e p t i c a  R B 5 0 由 来 の B P P 0 2 6 8、
b a c t e r  a u t o t r o p h c u s  P y 2 由 来 の m e t a l - d e p e n d e n t  
a s e と 相 同 性 が 見 ら れ た 。 R h i z o b i u m  r a d i o b a c t e r  
1 0 8 由 来 の γ -レ ゾ ル シ ン 酸 脱 炭 酸 酵 素 （ R d c） 、
i
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S p h n g o m o n a s  p a u c i m o b i l i s  S Y K - 6 由 来 の 5 -カ ル ボ キ シ バ
ニ リ ン 酸 脱 炭 酸 酵 素 （ L i g W ） と 相 同 性 が 見 ら れ た 。  
i
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γ-resorcylic acid Rhizobium radiobacter 
decarboxylase (Rdc) WU-0108
5-carboxyvanillic acid Sphingomonas paucimobilis
decarboxylase (LigW) SYK-6
2-amino-3-carboxymuconate- Aspergillus fumigatus 
6-semialdehyde 
decarboxylase(ACMSdc) Af293
43%
43%
31%
enzyme strain identity
Table 3.3.2.1.  Identies of the ORF 
from Ralstonia sp. WU-0404  to other nonoxidative decarboxylases.
0.1
WU-0404
NP 882627
LigW2NP 442548
LigW
2-amino-3-carboxymuconate-6-se
XP 325913
NP 470204
YP 042002
EAL86888
ZP 00509689Rdc
ZP 00218138
OH
COOHHOOC
OH
COOHHO
COOH
OHHO
OH
OCH 3
COOH
HOOC
HO
O
O
NH2
COOH
2-amino-3-carboxy
muconate
-6-semialdehyde
Fig. 3.3.2.1.  phylogenetic tree of the decarboxylases related to
3HP decarboxy lase derived from Acinetobacter sp. WU-0404.F i g .  6 . 2 . 3 .  P h y l o g e n e t i c  t r e  o f  t h e  d c a r b o x y l a s e s  r e l a t e d  
Ta b l e  6 . 2 . 1   I d e n t i t i e s  o f  t h e  O R F  f r o m  W U - 0 4 0 4  
t o  o t h e r  n o n - o x i d a t i v e  d e c a r b o x y l a s e s  
6 . 2 . 3  組 換 え 大 腸 菌 の 発 現  
 
6 . 1 . 5 で 作 製 し た 組 換 え 大 腸 菌 E . c o l i  B L 2 1 ( D E 3 ) / p P D C を
用 い て 目 的 と す る 酵 素 の 発 現 誘 導 を 行 い 、 そ の 粗 酵 素 抽 出 液
の S D S - P A G E に よ っ て 当 該 酵 素 が 大 腸 菌 内 に お い て 発 現 し
て い る か ど う か を 確 認 し た 。以 下 に S D S - P A G E 泳 動 結 果 を 示
す 。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
S D S - P A G E の 結 果 か ら 、
株 か ら の 精 製 酵 素 と 同 じ 位
で き た 。  
ま た 、W h o l e  c e l l お よ び
ら れ な か っ た こ と か ら 、封 入
こ の よ う に 、 当 該 酵 素 は
て い た た め 、 こ の 粗 酵 素 抽
定 を 行 っ た が 、目 的 と す る
た 。  
 
 
 
(kDa)
200
116
97.4
66
45
31
21.5
 F i g .  6 . 2 . 4 .   S D S - PA G E  a n a l y s i s  o f  
c e l l - f r e e  e x t r a c t  o f  E . c o l i  
B L 2 1 ( D E 3 ) / p P D C .  
L a n e  M ,  m o l e c u l a r  w e i g h t  s t a n d a r d s ;   
l 1 h l l l f E l i組 換 え 大 腸 菌 に つ い て W U - 0 4 0 1
置 に 強 い バ ン ド を 確 認 す る こ と が
C e l l - f r e e  e x t r a c t に あ ま り 差 が 見
体 の 形 成 が 無 い こ と も 確 認 し た 。 
組 換 え 体 内 に お て い 正 常 に 発 現 し
出 液 を 用 い て 脱 炭 酸 反 応 の 活 性 測
3 H P 脱 炭 酸 活 性 は 確 認 で き な か っ
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6 . 3  結 論  
 
W U - 0 4 0 4 株 由 来 の 3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 脱 炭 酸 酵 素 を コ ー
ド す る 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ と 組 換 え 大 腸 菌 に お け る 高 発 現
を 行 っ た 。 I n v e r s e  P C R の 結 果 、 3 2 1 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 成
る 推 定 分 子 量 3 5 . 2  k D a の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を コ ー ド す る 9 6 2  b p
の O R F の 存 在 を 明 ら か に し た 。 こ の O R F の 推 定 ア ミ ノ 酸 配
列 は 、 相 同 性 検 索 を 行 っ た 結 果 、 当 研 究 室 保 有 の R h i z o b i u m  
r a d i o b a c t e r  W U - 0 1 0 8 株 由 来 の γ -レ ゾ ル シ ン 酸 脱 炭 酸 酵 素
（ R d c） と 4 3％ の 相 同 性 を 示 し た 。  
し か し 、こ の O R F を 高 発 現 さ せ た 組 換 え 大 腸 菌 を 作 製 し た
が 、 そ の 粗 酵 素 抽 出 液 に よ る 3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 脱 炭 酸 活
性 は 確 認 で き な か っ た 。 こ れ に よ り 今 回 ク ロ ー ニ ン グ し た
O R F は 目 的 の 3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 脱 炭 酸 酵 素 を コ ー ド す る
も の で は な か っ た が 、 R d c と 高 い 相 同 性 を 示 し た こ と か ら 3 -
ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 で は な い 他 の 芳 香 族 カ ル ボ ン 酸 に 対 し て
反 応 す る 脱 炭 酸 酵 素 遺 伝 子 で あ る 可 能 性 が 高 い 。 今 後 、 反 応
す る 基 質 を 検 討 し て い く こ と で 、 芳 香 族 カ ル ボ ン 酸 の 環 境 調
和 的 合 成 に 応 用 可 能 で あ る と 考 え ら れ る 。  
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第 7 章  酵 素 精 製  
 
第 6 章 で 示 し た よ う に 、 既 報 の 脱 炭 酸 酵 素 遺 伝 子 を 利 用 し
た I n v e r s e P C R に よ る ク ロ ー ニ ン グ が 困 難 で あ っ た た め 、ま ず
3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 脱 炭 酸 酵 素 の 精 製 を 行 い 、 N -末 端 ア ミ
ノ 酸 配 列 を 解 析 し 、 遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン グ の た め の 情 報 を 取 得
す る こ と と し た 。 精 製 ス テ ッ プ は 、 既 に 決 定 し て い る 既 報 の
脱 炭 酸 酵 素 の 精 製 プ ロ セ ス を 参 考 に 精 製 ス テ ッ プ の 決 定 を 行
っ た 後 、 各 ス テ ッ プ に お け る 細 か い 精 製 条 件 を 決 定 し た 。  
 
7 . 1  実 験 方 法  
 
7 . 1 . 1  粗 酵 素 抽 出 液 の 調 製  
 
6 . 2 . 1 に 示 し た 方 法 に よ り W U - 0 4 0 4 株 の 菌 体 を 調 製 し 、 超
音 波 破 砕 に よ っ て 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心 分 離 に よ っ て 得 ら れ た
上 清 を 粗 酵 素 抽 出 液 と し て 使 用 し た 。  
 
● 実 験 操 作  
3 0℃ 、 1 2 0  r p m で 2  d a y 前 培 養  
 
3 0℃ 、 1 2 0  r p m で 1  d a y 本 培 養  
 
8 , 0 0 0  r p m、 1 5  m i n、 4℃ の 遠 心 分 離 で 集 菌  
 
5 0  m M  リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 ( p H 7 . 0 )で 洗 菌  
 
8 , 0 0 0  r p m、 1 5  m i n、 4℃ の 遠 心 分 離 で 集 菌  
 
5 0  m M  リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 ( p H 7 . 0 )で 懸 濁  
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 超 音 波 破 砕  
 
1 0 , 0 0 0  r p m、 4℃ で 3 0  m i n 遠 心 分 離  
 
上 清  
 
粗 酵 素 抽 出 液  
 
7 . 1 . 2  使 用 カ ラ ム の 検 討  
7 . 1 . 3   
今 ま で に 、 非 酸 化 的 な 逆 的 脱 炭 酸 酵 素 と し て We i g e l らに
よ っ て C ro s t r i d i u m  h y d ro x y b e n z o i c u m 由 来 の  
4 - H y d r o x y d e c a r b o x y l a s e、3 , 4 - D i h y d r o x y d e c a r b o x y l a s e、長 澤 ら
に よ っ て B a c i l l u s  m e g a t e r i u m  P Y R 2 9 0 由 来 の
P y r r o l e - 2 - c a r b o x y l a t e  d e c a r b o x y l a s e が 精 製 さ れ て お り 、 そ れ
ぞ れ 以 下 に 示 す 精 製 プ ロ セ ス に よ っ て 精 製 を 行 っ て い る 。  
 
z  3 , 4 - D i h y d r o x y b e n z o a t e  d e c a r b o x y l a s e に お け る 精 製 プ ロ セ
ス  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ta b l e  7 . 1 . 1  P u r i f i c a t i o n  o f  3 , 4 - D i h y d r o x y -  
b e n z o a t e  d e c a r b o x y l a s e  f r o m  
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z  P y r r o l e - 2 - c a r b o x y l a t e  d e c a r b o x y l a s e に お け る 精 製 プ ロ セ ス  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
い ず れ の 精 製 ス テ ッ プ を 見 て も 、 初 期 精 製 に 陰 イ オ ン 交 換
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 、 中 間 精 製 に 疎 水 性 相 互 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 、 最 終 精 製 に H y d r o x y a p a t i t e を 行 っ て い る 。 特
に 、 C .  h y d ro x y b e n z o i c u m 由 来 の 3 , 4 - D i h y d r o x y d e c a r b o x y l a s e
で は 芳 香 族 化 合 物 を 基 質 と し て い る こ と か ら か 、 芳 香 族 性 お
よ び 疎 水 性 両 者 の 相 互 作 用 を あ わ せ も つ ア リ ル リ ガ ン ド を 有
す る P h e n y l  S e p h a r o s e が 非 常 に 有 効 な 精 製 手 段 と な っ て い る
こ と が わ か る 。  
一 方 、 全 体 の 精 製 ス キ ー ム を 開 発 す る 際 の 最 も 重 要 な ポ イ
ン ト の １ つ と し て 、 精 製 ス テ ッ プ 数 を 最 小 限 に 抑 え る こ と が
あ げ ら れ る 。 最 小 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ス テ ッ プ で 最 高 の 純
度 を 達 成 す る た め に は 論 理 的 な ア プ ロ ー チ 、 す な わ ち 異 な る
原 理 の 手 法 を 組 み 合 わ せ 物 質 の 特 性 を 様 々 な 角 度 か ら 利 用 す
る 分 離 を 行 う 必 要 が あ る 。こ の 事 を 念 頭 に 置 き 、W U - 0 4 0 4 の
有 す る 脱 炭 酸 酵 素 を 精 製 す る に あ た り 、 C a p t u r e（ 濃 縮・初期
精 製 ）に は 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、P u r i f i c a t i o n（ 中
間 精 製 ） に は 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 P o l i s h i n g
（ 最 終 精 製 ） に は 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び
Ta b l e  7 . 1 . 2   P u r i f i c a t i o n  o f P y r r o l e - 2 -  
c a r b o x y l a t e  d e c a r b o x y l a s e  f r o m  
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H y d r o x y a p a t i t e を 用 い る こ と と し た 。  
 
7 . 1 . 4  活 性 測 定  
7 . 1 . 5   
各 精 製 ス テ ッ プ に お け る 各 フ ラ ク シ ョ ン の 活 性 測 定 は 脱 炭
酸 反 応 に よ り 行 っ た 。  
 
●  実 験 操 作  
酵 素 溶 液 （ 各 フ ラ ク シ ョ ン ）   1 0 0  µ l  
3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸          5  m M  
 
0 . 6  m l 容 チ ュ ー ブ  
 
3 0℃ 、 1 2 0  r p m で 1  h  
 
T L C 分 析  
 
 
7 . 1 . 6  N -末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 の 解 析  
 
最 終 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 画 の 酵 素 を S D S - PA G E で 泳 動 し 、
メ ン ブ ラ ン に 転 写 し 、 目 的 の バ ン ド を 切 り 出 し て ア プ ロ サ イ
エ ン ス 株 式 会 社 に N 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 の 依 頼 分 析 を 行 っ た 。 
 
7 . 2  実 験 結 果 お よ び 考 察  
 
7 . 2 . 1  使 用 カ ラ ム の 決 定  
 
各 種 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に つ い て 3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル
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酸 が 吸 着 可 能 か ど う か の 検 討 を 行 っ た 。結 果 を 以 下 に 示 す が 、
ほ ぼ 全 て の カ ラ ム に お い て 吸 着 可 能 で あ っ た 。 そ こ で 、 特 に
分 離 の 良 か っ た カ ラ ム を 選 択 し 、 C a p t u r e（ 濃 縮 ・ 初 期 精 製 ）
に は T O Y O P E A R L D E A E  6 5 0 S を 、 P u r i f i c a t i o n（ 中 間 精 製 ）に
は T O Y O P E A R L B u t y l - 6 5 0 S お よ び H i Tr a p  P h e n y l  H P を 、
P o l i s h i n g（ 最 終 精 製 ） に は M o n o Q  H R  5 / 5 を 用 い る こ と と し
た 。  
 
 
 
 
TOYO
TOYO
H
H
H
M
TOYO
 
 
7 .
 
7
前
分 離
使 用
( p H  
作 製
に 供
F i g .
の T
 Ta b l e  7 . 2 . 1 .  C o l u m n  e x a m i n e d  f o r  3 H P d e c a r b o x y l a s e(%)
PEARL DEAE 650S 16～28 0.16～0.28 M KCl
PEARL DEAE 650M 11～28 0.12～0.28 M KCl
iTrap Phenyl HP 72～42 0.72～0.42 M (NH4)2SO4
iTrap Octyl FF 100～72 1.0～0.72 M (NH4)2SO4
iTrap Butyl FF 100～73 1.0～0.73 M (NH4)2SO4
Hydroxyapatite 3.2～18 26～90 mM PO4
2-
onoQ HR 5/5 23～42 0.23～0.42 M KCl
column salt concentration of active fraction
PEARL Butyl 650S 0.96～0.50 M (NH4)2SO496～50
2 . 2  精 製 条 件 の 決 定  
. 2 . 2 . 1  T O Y O P E A R L D E A E  6 5 0 S  
述 に 決 定 し た T O Y O P E A R L D E A E  6 5 0 S を 用 い て 、 よ り 高
可 能 な 精 製 条 件 に つ い て 検 討 し た 。 平 衡 化 お よ び 溶 出 に
す る 緩 衝 液 に つ い て は 、 2 5  m M リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液  
8 . 0 )お よ び 1 M  K C l を 含 む 同 緩 衝 液 を 使 用 し た 。 7 . 1 . 1 で
し た W U - 0 4 0 4 粗 酵 素 抽 出 液 を フ ィ ル タ ー ろ 過 し 、カ ラ ム
す サ ン プ ル と し た 。各 種 条 件 を Ta b l e  7 . 2 . 2 に 溶 出 曲 線 を
 7 . 2 . 1 に 示 す 。溶 出 後 、 3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 脱 炭 酸 活 性
L C 分 析 を 行 い 、強 く 活 性 が 検 出 さ れ た フ ラ ク シ ョ ン を 回
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収 し 、 次 の 精 製 工 程 に 用 い た 。 T L C 分 析 の 結 果 を F i g .  7 . 2 . 2
に 示 す 。  
 
Ta b l e  7 . 2 . 2   A n a l y t i c a l  c o n d i t i o n  f o r  T O Y O P E A R L D E A E  
6 5 0 S  c o l u m n .  
F l o w  r a t e  2 . 0  m l  /  
m i n  
L e n g t h  o f  G r a d i e n t  4  C V  
C o l u m n  v o l u m e  3 0  m l  E q u i l i b r a t e   2  C V  
C o l u m n  p r e s s u r e  
l i m i t  
4 . 0  M P a  F l o w t h r o u g h  F r a c  
S i z e  
5  m l  
Wa v e l e n g t h  2 8 0  n m  E m p t y  l o o p  w i t h  3 0  m l
S t a r t  C o n c  B  1 0 %  Wa s h  C o l u m n  w i t h  2  C V  
Ta r g e t  C o n c  B  5 0 %  E l u t e  F r a c  S i z e  5  m l  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 F i g .  7 . 2 . 1 .  T h e  c h r o m a t o g r a m s  s h o w  t h e  T O Y O P E A R L 81
 1  2   3  4   5  6  7  8   9  1 0  1 1  1 2  1 3  1 4  1 5  1 6  1 7  1 8  1 9  
 
 
 
 
 
 
 
 
F i g .  7 . 2 . 2 .   T L C  a n a l y s i s  o f  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t s  b y  t h e  
e n z y m e  p u r i f i e d  w i t h  T O Y O P E A R L D E A E  6 5 0 S  c o l u m n  
l a n e  1～ 1 9 ,  f r a c t i o n  n u m b e r  
 
T O Y O P E A R L D E A E  6 5 0 S カ ラ ム に よ り F i g .  7 . 2 . 1 に 示 す 溶 出
曲 線 が 得 ら れ 、 T L C 分 析 の 結 果 か ら 6～ 1 2 の 画 分 に 合 成 活 性
を 確 認 す る こ と が で き た 。  
 
7 . 2 . 2 . 2  T O Y O P E A R L B u t y l  6 5 0 S  
前 述 に 決 定 し た T O Y O P E A R L B u t y l  6 5 0 Sを 用 い て 、 次 の 精
製 ス テ ッ プ に つ い て 検 討 し た 。 H I C担 体 に 対 す る タ ン パ ク 質
の 吸 着 は 塩 の 濃 度 を 適 度 に 高 く す る こ と に よ っ て 強 め ら れ 、
溶 出 は 吸 着 バ ッ フ ァ ー 中 の 塩 濃 度 を グ ラ ジ エ ン ト で 下 げ て い
く こ と で 可 能 と な る 。 そ こ で 、 T O Y O P E A R L D E A E  6 5 0 Sで得
ら れ た 活 性 画 分（ 0 . 1 6～ 0 . 2 8  Ｍ  K C l溶 出 画 分 ）を 同 量 の 3  M  
( N H 4 2 S O 4 )と 混 合 し 、カ ラ ム に 供 す る サ ン プ ル と し た 。こ の
サ ン プ ル を 1 . 5  M  ( ( N H 4 ) 2 S O 4 )を 含 む 5 0  m M  リ ン 酸 カ リ ウ ム
緩 衝 液 ( p H  8 . 0 )で 平 衡 化 を 行 っ た カ ラ ム に 供 し 、 1 . 5  M～ 0  M
の  N H 4 2 S O 4 直 線 勾 配 に よ っ て タ ン パ ク 質 を 溶 出 さ せ た 。 こ
の 際 の 各 種 条 件 を Ta b l e  7 . 2 . 3 に 溶 出 曲 線 を F i g .  7 . 2 . 3 に 示 す 。
溶 出 後 、3 -ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 脱 炭 酸 活 性 の T L C分 析 を 行 い 、
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強 く 活 性 が 検 出 さ れ た フ ラ ク シ ョ ン を 回 収 し 、 次 の 精 製 工 程
に 用 い た 。 T L C分 析 の 結 果 を F i g .  7 . 2 . 4 に 示 す 。  
 
Ta b l e  7 . 2 . 3   A n a l y t i c a l  c o n d i t i o n  f o r  T O Y O P E A R L B u t y l  
6 5 0 S  c o l u m n  
F l o w  r a t e  0 . 5  m l  /  
m i n  
L e n g t h  o f  G r a d i e n t  1 0  
C V  
C o l u m n  v o l u m e  1 7  m l  E q u i l i b r a t e   2  C V  
C o l u m n  p r e s s u r e  
l i m i t  
0 . 5  M P a  F l o w t h r o u g h  F r a c  
S i z e  
5  m l  
Wa v e l e n g t h  2 8 0  n m  E m p t y  l o o p  w i t h  3 0  m l
S t a r t  C o n c  B  1 0 0 %  Wa s h  C o l u m n  w i t h  2  C V  
Ta r g e t  C o n c  B  0 %  E l u t e  F r a c  S i z e  5  m l  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 F i g .  7 . 2 . 3 .  T h e  c h r o m a t o g r a m s  s h o w  t h e  T O Y O P E A R L 83
  
 
 
 
 
 F i g .  7 . 2 . 4 .  T L C  a n a l y s i s  o f  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t s  b y  t h e  e n z y m e  p u r i f i e d  w i t h  
T O Y O P E A R L B u t y l  6 5 0 S .   
T O Y O P E A R L B u t y l  6 5 0 S カ ラ ム に よ り F i g .  7 . 2 . 3 に 示 す 溶 出
曲 線 が 得 ら れ 、 T L C 分 析 の 結 果 か ら 1 8～ 2 3 の 画 分 に 合 成 活
性 を 確 認 す る こ と が で き た 。さ ら に T L C で 活 性 の 見 ら れ た 画
分 を 中 心 に S D S - PA G E を 行 っ た 結 果 を F i g .  7 . 2 . 5 に 示 す 。
S D S - PA G E の 結 果 は F i g .  7 . 2 . 3 の 溶 出 曲 線 と 対 応 し て お り 、ピ
ー ク の 増 大 に 対 応 し て バ ン ド の 本 数 も 増 大 し た 。  
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 F i g .  71 5  1 6  1 7  1 8  1 9  2 0  2 1  2 2  2 3  2 4  2 5  2 6  2 7  2 8  2 9  . 2 . 5 .  S D S - PA G E  a n a l y s i s  o f  t h e  T O Y O P E A R L B u t y l  
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 7 . 2 . 2 . 3  H i Tr a p  P h e n y l  H P  
 前 述 に 決 定 し た H i Tr a p  P h e n y l  H Pを 用 い て 、次 の 精 製 ス テ
ッ プ に つ い て 検 討 し た 。 T O Y O P E A R L B u t y l  6 5 0 Sで 得 ら れ た
活 性 画 分 （ 0 . 9 6～ 0 . 5 0  Ｍ  ( N H 4 ) 2 S O 4 溶 出 画 分 ） を 1 . 5  M  
( N H 4 ) 2 S O 4 を 含 む 5 0  m M  リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 ( p H  8 . 0 )で 平
衡 化 を 行 っ た カ ラ ム に 供 し 、 1 . 5  M～ 0  Mの  ( N H 4 ) 2 S O 4 直 線
勾 配 に よ っ て タ ン パ ク 質 を 溶 出 さ せ た 。 こ の 際 の 各 種 条 件 を
Ta b l e  7 . 2 . 4 に 溶 出 曲 線 を F i g .  7 . 2 . 6 に 示 す 。溶 出 後 、 3 -ヒ ド ロ
キ シ フ タ ル 酸 脱 炭 酸 活 性 の T L C分 析 を 行 い 、 強 く 活 性 が 検 出
さ れ た フ ラ ク シ ョ ン を 回 収 し 、 次 の 精 製 工 程 に 用 い た 。 T L C
分 析 の 結 果 を F i g .  7 . 2 . 7 に 示 す 。  
 
Ta b l e  7 . 2 . 4 .   A n a l y t i c a l  c o n d i t i o n  f o r  H i Tr a p  P h e n y l  H P  
c o l u m n  
F l o w  r a t e  0 . 4  m l  /  
m i n  
L e n g t h  o f  G r a d i e n t  1 0  
C V  
C o l u m n  v o l u m e  5  m l  E q u i l i b r a t e   2  C V  
C o l u m n  p r e s s u r e  
l i m i t  
0 . 5  M P a  F l o w t h r o u g h  F r a c  
S i z e  
5  m l  
Wa v e l e n g t h  2 8 0  n m  E m p t y  l o o p  w i t h  3 0  m l
S t a r t  C o n c  B  1 0 0 %  Wa s h  C o l u m n  w i t h  2  C V  
Ta r g e t  C o n c  B  0 %  E l u t e  F r a c  S i z e  5  m l  
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H i T
得 ら れ
認 す る
心 に S
 F i g .  7 . 2 . 6 .  T h e  c h r o m a t o g r a m s  s h o w  t h e  H i Tr a p  P h e n y l  H P  1 4  1 5  1 6  1 7  1 8  1 9  2 0  2 1  2 2  2 3  2 4  F i g .  7 . 2 . 7 .  T L C  a n a l y s i s  o f  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t s  b y  t h e  e n z y m e  p u r i f i e d  w i t h  r a p  P h e n y l  H
、 T L C 分 析
こ と が で き
D S - PA G E をH i T r a p  P h e n y l  H P.  
P カ ラ ム に よ り F i g . 7 . 2 . 6 に 示 す 溶 出 曲 線 が
の 結 果 か ら 1 9～ 2 3 の 画 分 に 合 成 活 性 を 確
た 。さ ら に T L C で 活 性 の 見 ら れ た 画 分 を 中
行 っ た 結 果 を F i g .  7 . 2 . 8 に 示 す 。 S D S - PA G E
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の 結 果 は F i g .  7 . 2 . 6 の 溶 出 曲 線 と 対 応 し て お り 、 ピ ー ク の 増
大 に 対 応 し て バ ン ド の 本 数 も 増 大 し た 。  
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示 す 。 溶
を 行 い 、
精 製 工 程
 
 
 F i g .  7 . 2 . 8 .
. 4  M o n o Q
決 定 し た
検 討 し た
0 . 4 2  Ｍ  (
ウ ム 緩 衝
た 。 同 緩
～ 1  Mの K
際 の 各 種
出 後 、 3 -
強 く 活 性
に 用 い たM   1 4  1 5  1 6  1 7   1 8  1 9  2 0   S D S - PA G E  a n a l y s i s  o f  t h e  H i Tr a p  P h e n y l  H P.
 H R  5 / 5  
M o n o Q  H R  5 / 5 を 用 い て 、次 の 精 製 ス テ ッ プ
。 H i Tr a p  P h e n y l  H Pで 得 ら れ た 活 性 画 分
N H 4 ) 2 S O 4 溶 出 画 分 ） を 二 倍 量 の 2 5  m Mリ
液  ( p H  8 . 0 )と 混 合 し 、 カ ラ ム に 供 す る サ ン
衝 液 ( p H  8 . 0 )で 平 衡 化 を 行 っ た カ ラ ム に 供
C l直 線 勾 配 に よ っ て タ ン パ ク 質 を 溶 出 さ せ
条 件 を Ta b l e  7 . 2 . 5 に 溶 出 曲 線 を F i g .  7 . 2 . 9 に
ヒ ド ロ キ シ フ タ ル 酸 脱 炭 酸 活 性 の T L C分 析
が 検 出 さ れ た フ ラ ク シ ョ ン を 回 収 し 、 次 の
。 T L C分 析 の 結 果 を F i g .  7 . 2 . 1 0 に 示 す 。  
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Ta b l e  7 . 2 . 5 .   A n a l y t i c a l  c o n d i t i o n  f o r  M o n o Q  H R  5 / 5  c o l u m n  
F l o w  r a t e  0 . 4  m l  /  
m i n  
L e n g t h  o f  G r a d i e n t  1 0  
C V  
C o l u m n  v o l u m e  5  m l  E q u i l i b r a t e   2  C V  
C o l u m n  p r e s s u r e  
l i m i t  
0 . 5  M P a  F l o w t h r o u g h  F r a c  
S i z e  
5  m l  
Wa v e l e n g t h  2 8 0  n m  E m p t y  l o o p  w i t h  3 0  m l
S t a r t  C o n c  B  1 0 0 %  Wa s h  C o l u m n  w i t h  2  C V  
Ta r g e t  C o n c  B  0 %  E l u t e  F r a c  S i z e  5  m l  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 F i g .  7 . 2 . 9 .  T h e  c h r o m a t o g r a m s  s h o w  t h e  M o n o Q  H R  5 / 5  88
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 F i g .  7 . 2 . 1 0 .  T L C  a n a l y s i s  o f  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t s  b y  t h e  e n z y m e  p u r i f i e d  w i t hH i T r a p  P h e n y l  H P.
 
H i Tr a p  P h e n y l  H P カ ラ ム に よ り F i g .  7 . 2 . 9 に 示 す 溶 出 曲 線 が
得 ら れ 、 T L C 分 析 の 結 果 か ら 1 2～ 1 8 の 画 分 に 合 成 活 性 を 確
認 す る こ と が で き 、特 に 1 4～ 1 5 画 分 に お い て 強 い 活 性 を 確 認
し た 。さ ら に T L C で 活 性 の 見 ら れ た 画 分 を 中 心 に S D S - PA G E
を 行 っ た 結 果 を F i g .  7 . 2 . 11 に 示 す 。  
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 F i g .  7 . 2 . 11 .  S D S - PA G E  a n a l y s i s  o f  t h e  H i Tr a p  P h e n y l  H P.
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そ の 結 果 、 1 4 ~ 1 5 画 分 に お い て 強 い バ ン ド が 2 本 確 認 さ れ
た た め 、こ れ ら の タ ン パ ク に つ い て N -末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 の 解
析 を 行 う こ と と し た 。  
 
7 . 2 . 3  N -末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 解 析  
 
 F i g . 7 . 2 . 11 の 約 2 8  k D a お よ び 約 3 8  k D a の 2 本 の バ ン ド に つ
い て ア プ ロ サ イ エ ン ス 株 式 会 社 に N 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 の 依 頼
分 析 を 行 っ た 。  
タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 決 定 の 結 果 は 下 記 の と お
り で あ る 。  
 
2 8  k D a   ア ミ ノ 末 端  N H 2 -  M K TA Q E L RV G N V V M V G K D P L…
… - C O O H  
3 8  k D a  ア ミ ノ 末 端 決 定 不 能  
（ ア ミ ノ 酸 は 一 文 字 記 号 に よ り 示 し て あ る 。）  
 
こ の N 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て そ れ ぞ れ B L A S T を 用 い
て 相 同 性 検 索 を 行 っ た と こ ろ 、 2 8  k D a の も の に つ い て は 、全
生 物 に 保 存 さ れ て い る 翻 訳 伸 長 因 子 P ( E F - P :  E l o n g a t i o n  
F a c t o r  P ) と 相 同 性 を 示 し 、 3 8  k D a の も の に つ い て は 、      
ス ポ ッ ト の 強 度 か ら 推 定 さ れ る タ ン パ ク 質 の 量 か ら は 十 分 に
ア ミ ノ 酸 分 析 が 可 能 な 量 で あ る こ と か ら 、 ア ミ ノ 末 端 の ブ ロ
ッ ク に よ り ア ミ ノ 酸 配 列 が 決 定 で き な か っ た と 考 え ら れ る 。  
 
7 . 3  結 論  
 
決 定 し た 精 製 プ ロ セ ス （ T O Y O P E A R L D E A E  6 5 0 M 、
T O Y O P E A R L B u t y l  6 5 0 S、 H i Tr a p  P h e n y l  H P、 M o n o Q  H R  5 / 5）
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を 用 い る こ と に よ っ て W U - 0 4 0 4 株 の 粗 酵 素 抽 出 液 か ら 、目 的
と す る 3 H P 脱 炭 酸 酵 素 の 精 製 を 行 い 、 候 補 タ ン パ ク 質 の N -
末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 の 解 析 を 行 っ た 。し か し 、解 析 し た N -末端
ア ミ ノ 酸 配 列 は 脱 炭 酸 酵 素 と は 関 連 の な い タ ン パ ク 質 と 高 い
相 同 性 を 示 し た た め 、 3 H P 脱 炭 酸 酵 素 の 精 製 に は よ り 詳 細 な
精 製 条 件 の 検 討 が 必 要 と 考 え ら れ る 。  
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第 8 章 結言  
 
 本研究では、微生物の位置選択的かつ可逆的な炭酸固定反応を利
用して、新規なプロトン伝導性高分子の単体の 3-ヒドロキシ -4-メ
チルフタル酸を選択的に合成することを目的に、そのアナログであ
る 3-ヒドロキシフタル酸を炭酸固反応により合成する活性を有す
る微生物の探索を行なった。  
そして、3-ヒドロキシフタル酸の分解微生物を第一段階として探
索し、 3-ヒドロキシフタル酸から位置選択的に脱炭酸して m-ヒド
ロキシ安息香酸を生成する能力を有する炭酸固定候補微生物を 3
株（WU-0402、WU-0403、WU-0404）取得した。微生物分類試験に
より、これらはそれぞれ Arthrobacter  sp.(WU-0402)、Pseudomonas  
sp.(WU-0403)、Acinetobacter  sp.(WU-0404)と同定された。  
取得した候補株について休止菌体を用いて逆反応による炭酸固
定反応の検討を行ったが、分析条件の確立ができていないことから
目的の活性を確認することができなかった。しかし、現在までに非
酸化的に脱炭酸反応を触媒する可逆的なデカルボキシラーゼを有
する微生物や酵素に関して報告されている例によれば、非酸化的な
脱炭酸反応は反応の平衡方向に偏りはあるが、総じて可逆的なもの
であるとされている。その考えに従うならば、今回取得した微生物
による 3-ヒドロキシフタル酸の非酸化的脱炭酸反応も可逆反応が
存在し、その炭酸固定反応に最適な反応条件を与えれば確認できる
という可能性が考えられる。  
以上のことから、今後 HPLC 分析によるより適した HP の分析条
件、最適な反応条件について検討を行い、より適した条件下での炭
酸固定反応の確認が必要であると考えられる。  
 また、今回取得した微生物の有する脱炭酸反応を触媒している脱
炭酸酵素は、これまでに知られているものと異なる点として、二つ
以上カルボキシル基が存在する化合物のある一つのカルボキシル
基を特異的に脱炭酸するということが挙げられる。このことは、今
までに報告されている可逆的脱炭酸酵素による反応とは異なる反
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応機構で反応が進んでいる可能性も考えられ、新規な酵素としての
研究展開が期待できる。  
 近年環境汚染問題とも関連して、微生物を利用した炭酸固定反応
が注目されているが、このような炭酸固定反応をさらに有用物質の
生産へとつなげることができれば、工業的にも有効であると考えら
れる。とくに従来の高温・高圧を必要とするようなエネルギー浪費
的な有機合成プロセスを、常温・常圧の微生物変換プロセスに置き
換えることができれば、地球にやさしい環境調和型のプロセスの構
築も可能となるであろう。本研究で取得したヒドロキシフタル酸脱
炭酸微生物による HP 合成が確認できれば、その HP 脱炭酸・合成
に関与する酵素、さらにはその遺伝子を取得し、遺伝子工学的手法
を用いて高機能の 3-ヒドロキシフタル酸合成細菌を創製すること
も可能となるであろうと考えられる。また、同様に遺伝子改変によ
って基質特異性を改変し、広くフェノール性化合物に対して位置選
択的な炭酸固定・脱炭酸反応を触媒することができれば、工業的に
有用な多くの反応にも応用可能となり、より環境調和型の物質変換
プロセスとして貢献が期待できるのではないかと考えられる。  
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